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RESUME 
Développement d’une méthodologie PCR en temps réel pour la détection et 
la quantification in planta des principaux champignons pathogènes associés 
aux maladies du bois de la vigne. 
Les maladies fongiques du bois de la vigne que sont le syndrome de l’esca, le Black 
Dead Arm (BDA) et l’Eutypiose sont particulièrement dommageables à la profession 
vitivinicole, et sont actuellement en progression. Le temps d’incubation nécessaire à 
l’expression de ces maladies au champ complique l’évaluation de solutions préventives 
adaptées en condition contrôlée ainsi qu’en condition de terrain. Ces travaux de thèse ont 
eu pour objectifs la conception et la validation de tests PCR quantitatifs en temps réel (RT-
qPCR), permettant la détection et la quantification in planta de cinq champignons associés 
aux maladies de dépérissement de la vigne, Phaeomoniella chlamydospora et 
Phaeoacremonium aleophilum (esca), Diplodia seriata et Neofusicoccum parvum (BDA), et 
Eutypa lata (Eutypiose). Le développement de tests multiplexes a ensuite été entrepris et 
ces derniers ont été évalués pour la détection de quatre champignons (2 associés à esca et 2 
au BDA) dans le bois de jeunes plants issus de pépinière viticole. Enfin, l’étude de 
l’interaction in planta de deux champignons associés au syndrome de l’esca de la vigne 
(P.chlamydospora et P.aleophilum) a été réalisée par RT-qPCR, et complétée par la 
caractérisation histologique de la réponse de la plante à la blessure dans le bois, en 
inoculation individuelle et en co-inoculation. 
 
MOTS CLES : esca, BDA, Eutypiose, diagnostic moléculaire, RT-qPCR, maladies du bois de la 
vigne. 
 
ABSTRACT 
 
Development of a real time PCR methodology for in planta detection and 
quantification of the main fungal pathogens associated with grapevine trunk 
diseases.  
   
Grapevine trunk diseases, among which esca’s syndrome, Black Dead Arm (BDA) and 
Eutypiosis, represent a real threat for grape and wine industry. Incubation time required 
before symptoms externalization in field complicates the evaluation of the efficacy of 
preventive solution in control and field conditions. These thesis’s works focused on the 
design and the validation of Real Time quantitative PCR assays (RT-qPCR), in order to detect 
and quantify in vine plant five fungi associated with grapevine trunk disease, Phaeomoniella 
chlamydospora et Phaeoacremonium aleophilum (esca), Diplodia seriata et Neofusicoccum 
parvum (BDA), et Eutypa lata (Eutypiosis). The development of multiplex assays was 
undertaken and these last were evaluated in order to detect four fungi (esca and BDA) in 
wood sample from young plants in vine nursery. Finally, a study of the interaction between 
two fungi associated with esca’s syndrome has been determined in planta through RT-qPCR, 
and completed by a histological analysis of plant response to injury of woody tissues.  
 
KEY WORDS: esca, BDA, Eutypiosis, molecular diagnosis, RT-qPCR, Grapevine trunk disease
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Introduction 
 
Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire d’Agrophysiologie de l’Ecole d’ingénieur 
de Purpan, dans l’équipe d’accueil « Vins, Viticulture et Œnologie », dans le cadre d’un 
partenariat CIFRE avec la société LVVD (Loire-Vini-Viti-Distribution, groupe TERRENA). Au 
sein de cette équipe, un axe de recherche est consacré à l’étude des maladies du bois de la 
vigne, et plus particulièrement au développement d’outils de diagnostic moléculaire 
permettant la détection des agents pathogènes y étant associés dans le bois des plants. 
 
Les maladies de dépérissement de la vigne que sont l’esca, le Black Dead Arm (BDA) 
et l’Eutypiose sont devenues ces dix dernières années un des problèmes les plus 
préoccupants de la filière vitivinicole, en particulier pour la région des Pays de la Loire, dans 
laquelle de nombreux cépages particulièrement sensibles à ces maladies sont cultivés. 
Depuis l’interdiction en 2001 du seul moyen de lutte efficace connu, l’arsénite de soude, on 
observe une recrudescence inquiétante de l’expression de ces maladies au vignoble. Ces 
dernières sont dommageables par la mort prématurée des ceps, ainsi que l’induction de 
symptômes sur organes herbacés, ayant pour conséquence une baisse de rendement des 
parcelles touchées, ainsi qu’une diminution de la qualité organoleptique de la production. 
Aucune méthode de lutte curative efficace n’est connue à ce jour, et l’observatoire national 
indique que ces maladies sont en progression dans les vignobles de l’hexagone.  
 
Les maladies de dépérissement de la vigne sont principalement dues à des 
champignons filamenteux ascomycètes. Ces derniers colonisent la charpente des ceps et 
provoquent la dégradation des tissus vasculaires des plants et la production de toxine 
circulante. La propagation de ces maladies de plante à plante se réalise par la dissémination 
aérienne des spores, qui profitent alors des plaies réalisées pendant la taille pour pénétrer 
les tissus de l’hôte. L’expression de ces maladies nécessite plusieurs années d’incubation et 
les travaux menés ces dix dernières années indiquent que les agents pathogènes associés 
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aux syndromes de l’esca et au Black Dead Arm, sont présents au sein de la microflore du bois 
de jeunes plants dès leur plantation. 
 
L’étude de ces maladies de dépérissement, tout comme l’évaluation de solutions 
préventives, est limitée par de nombreux aspects pratiques. Les méthodes de diagnostic 
actuelles sont essentiellement basées sur la détection des microorganismes incriminés dans 
les tissus ligneux des plants, par isolement microbiologique ou par PCR qualitative. De ce 
fait, les approches préexistantes ne permettent pas de déterminer les quantités de ces 
microorganismes dans les tissus des plants. 
  
Les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés selon deux axes principaux : 
  
o Un premier axe appliqué, a consisté à la conception de tests PCR en temps réel 
permettant la détection et la quantification de l’ADN de cinq champignons associés aux 
maladies de dépérissement de la vigne, Phaeomoniella chlamydospora, 
Phaeoacremonium aleophilum, Diplodia seriata, Neofusicoccum parvum et Eutypa lata 
dans les tissus ligneux des plants. Des tests multiplexes en technologie Plexor ont ensuite 
été développés et validés pour le diagnostic de quatre champignons associés à l’esca et 
au BDA dans le bois de jeunes plants issus de pépinière viticole. 
   
o Un second axe fondamental, a porté sur l’étude des pathosystèmes de deux 
champignons associés au syndrome de l’esca, Phaeomoniella chlamydospora et 
Phaeoacremonium aleophilum, ainsi que sur l’étude de leur interaction in planta.  
 
En premier lieu, une synthèse bibliographique a pour objet de restituer l’essentiel des 
connaissances scientifiques concernant les maladies de dépérissement de la vigne que sont 
l’esca, le Black Dead Arm et l’Eutypiose. Le second chapitre décrit la méthodologie 
expérimentale suivie ainsi que le matériel biologique utilisé pendant ces travaux. Le 
troisième chapitre est consacré à la conception et au développement de tests RT-qPCR vis-à-
vis de cinq champignons associés à trois maladies de dépérissement de la vigne, et son 
transfert sur matériel végétal. La quatrième partie traite du développement et de la 
validation de tests 3-plexe en technologie Plexor, et de leurs validations pour le diagnostic 
  Introduction 
13 
 
de jeunes plants issus de pépinière viticole. Le cinquième chapitre se préoccupe de 
l’interaction de la vigne avec deux champignons vasculaires associés à l’esca, et de leur 
interaction in planta. La dernière partie de ce manuscrit discute les résultats obtenus, leurs 
implications dans le champ d’étude, et permet ainsi d’ouvrir sur les perspectives de ces 
travaux.
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Chapitre I- Synthèse Bibliographique 
1. La vigne 
1.1. Généralités 
 
La vigne cultivée, Vitis vinifera sativa, ainsi que les espèces du genre Vitis, sont des 
plantes angiospermes dicotylédones de la famille des Vitaceae. La multiplication de la vigne 
peut être assurée par voie sexuée ou asexuée (bouturage et greffage). La vigne est cultivée 
pour ses fruits charnus, les baies de raisin. Ces baies peuvent être consommées directement 
ou transformées en jus et vin. L’établissement d’un vignoble nécessite quelques années 
avant son entrée en pleine production. Si les premières grappes peuvent être légalement 
utilisées pour leurs transformations en vin à partir de la 3ème feuille, soit 3 ans après la 
plantation, il faut toutefois attendre au moins cinq années pour atteindre un rendement 
significatif. Il est généralement considéré que la qualité organoleptique globale des baies de 
raisin augmente avec l’âge des ceps. 
1.2. Importance économique de la filière 
 
La vigne est l’arbre fruitier le plus cultivé au monde avec près de 7 650 000 hectares en 
2009 (Delrot et al., 2009). Le vin représente un héritage culturel qui s’est perpétué depuis 
des millénaires en Europe, et s’est ensuite implanté sur d’autres continents. Il existe une 
grande diversité de cépages, d’assemblages greffon / porte-greffe, de climats, de sols, de 
pratiques culturales et de procédés de vinification (Delrot et al., 2009). La combinaison de 
ces différents facteurs est la source de l’identité organoleptique des vins provenant des 
différentes régions vitivinicoles de par le monde.  En 2009, l’Union Européenne est au 
premier rang et possède 55% des surfaces viticoles mondiales, 43% de la production en 
tonnes, et 67% du volume de vin produit (147 millions d’hectolitres). La France et l’Italie se 
disputent ces dernières années la place de premier producteur mondial de vin avec 45 à 50 
millions d’hectolitres par an (http://www.franceagrimer.fr/). En 2010, tous secteurs 
économiques confondus, le secteur vitivinicole et spiritueux représente le deuxième 
excédent commercial français (9,09 milliards d’euros) après l’aéronautique. 
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1.3. Taxonomie de la vigne 
Le genre Vitis appartient à la famille des Vitaceae, ordre des Rhamnales. La famille des 
Vitaceae compte 19 genres, dont un seul, le genre Vitis, est à l’origine des espèces cultivées 
pour la production de raisin (Galet, 2000). Le genre Vitis contient deux sous-genres, 
Muscadinia et Euvitis, qui présentent des caractères anatomiques, morphologiques et 
cytologiques distincts. Au sein du sous-genre Muscadinia, seule l’espèce américaine 
Muscadinia rotundifolia est cultivée. Dans le sous-genre Euvitis, on dénombre une 
soixantaine d’espèces classées en quatre groupes, selon leurs origines géographiques, 
Amérique, Asie, Tropique et Europe. Les vignes européennes se composent uniquement de 
l’espèce Vitis vinifera, dont on distingue la forme sauvage (silvestris) de la forme 
domestiquée (sativa). Ces formes sauvages et cultivées diffèrent de part leur mode de 
reproduction. Seules les plantes hermaphrodites ayant été sélectionnées au cours de la 
domestication de la vigne, ce caractère génétique a été fixé chez l’espèce cultivée Vitis 
vinifera sativa (Mullins, Bouquet, and Williams, 1992). De nos jours, on estime à environ 
5000 le nombre de cultivars de vigne cultivée dans le monde, dont la plupart sont conservés 
dans des collections. 
 
1.4. La production des plants de vigne 
 
Depuis les ravages du phylloxera (Daktulosphaira vitifoliae) en Europe dans la deuxième 
moitié du XIXème siècle, les cépages traditionnels européens sensibles à la maladie sont 
greffés sur des vignes américaines résistantes (porte-greffes) (Forneck et al., 2002). La 
fabrication de plants greffés-soudés nécessite plusieurs étapes et est aujourd’hui assurée de 
façon industrielle par les pépiniéristes viticoles (Fig. 1). Dans l’Union Européenne, les 
sarments sont prélevés des vignes mères de greffons et de porte-greffes en hiver, et stockés 
dans des chambres froides (environ 4°C) et humides jusqu’à leurs entrées dans la chaine de 
production au printemps (Gramaje and Armengol, 2011). Les sarments sont ensuite débités 
en morceaux d’environ 5 centimètres pour les greffons et entre 30 et 50 centimètres pour 
les porte-greffes, et immergés dans de l’eau pendant 12 à 24 heures. Les greffons et porte-
greffes sont ensuite assemblés par une machine à greffer, produisant une zone de jonction 
ayant la forme de la lettre grecque oméga (Ω). La zone de greffe est recouverte d’une 
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paraffine pouvant contenir des hormones de croissance et des fongicides afin de favoriser la 
reprise des plants. Les plants sont alors disposés dans des caisses contenant de la sciure, 
couverts d’un drap, et placés dans un environnement chaud (28°C) et humide (70%) pendant 
2 à 3 semaines. Les plants ayant repris sont alors sélectionnés et élevés pendant l’été en 
serre ou au champ. Les plants sont déracinés l’hiver suivant, et mis en paquets par multiple 
de 50 (maximum 500) pour être distribués aux viticulteurs (Gramaje and Armengol, 2011). 
En 2010 en France, 176,8 millions de plants ont été mis en œuvre 
(http://www.franceagrimer.fr/). 
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Figure 1 : Diagramme de production des plants de vigne greffés-soudés. Adapté d’après 
Gramaje et al., 2011.  
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1.5. Caractéristique anatomique du bois de vigne 
 
Les tissus du xylème sont organisés en cercle poreux (les vaisseaux formés en début de la 
saison de croissance sont plus larges que ceux formés en fin de saison), et peuvent aussi  
avoir tendance à s’organiser en cercle semi-poreux. Dans le bois précoce (formé en début de 
la saison de croissance), les vaisseaux du xylème sont généralement solitaires et possèdent 
un très large diamètre (environ 200µm). Dans le bois tardif (formé en fin de saison de 
croissance), les vaisseaux du xylème possèdent un diamètre faible et sont organisés de 
manière radiale, en files ou en petits groupes. La limite entre les cernes de croissance 
présente un aspect ondulé, et se compose d’une couche continue de 1 à 3 cellules à paroi 
épaisse et de forme aplatie. Les rayons du bois segmentent le xylème en faisceaux, et sont 
composés de séries de 5 à 20 cellules, qui occupent une large surface en coupe transversale 
(Schoch et al., 2004).   
 
  A l’état naturel, les espèces du genre Vitis ont adopté un comportement parasitaire, et 
se servent des structures de support édifiées par d’autres végétaux afin d’atteindre la 
canopée (Carlquist, 1985). De ce fait, tout comme les autres plantes grimpantes pérennes, la 
vigne alloue des ressources limitées pour le développement de structures de support (tronc, 
rameau), ce qui se traduit par l’édification de cerne annuel d’épaisseur réduite, en 
comparaison aux arbres. Cette stratégie implique un ratio (surface foliaire/surface du 
xylème) fort, et par conséquence une adaptation des tissus du xylème afin de permettre un 
flux de sève suffisant dans un volume de tissu conducteur de sève limité. Le diamètre 
important des vaisseaux du xylème chez la vigne est une de ces adaptations, cependant ce 
caractère implique aussi une vulnérabilité particulière de la vigne au phénomène d’embolie 
vasculaire (Carlquist, 1985). 
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2. Caractéristiques des maladies du bois de la vigne 
2.1. Généralités 
 
Une difficulté majeure de la culture de la vigne est sa susceptibilité à une large gamme 
de champignons pathogènes. Les maladies fongiques les plus communément connues, tels 
que le Mildiou (Plasmopara viticola), l’Oïdium (Erysiphe necator) et le Botrytis (Botrytis 
cinerea) sont restreintes aux feuilles et aux baies. Néanmoins, le bois de la vigne est aussi 
colonisé par une large gamme de champignons vasculaires, dont certains peuvent s’avérer 
pathogènes. Les trois principales maladies fongiques du bois de la vigne en France et au 
niveau mondial, sont l’esca, le BDA et l’Eutypiose (Larignon et al., 2009). Ces dernières 
causent des dommages sévères dans le bois des ceps infectés, des baisses de rendements 
dues à l’apparition de symptômes sur organes herbacés (feuille et fruit), et la mort des ceps 
à long terme (Larignon et al., 2009). Une étude récente menée dans le Bordelais, indique 
que 5% de baies provenant de plant exprimant des symptômes foliaires d’esca, sont 
suffisants pour affecter significativement la qualité organoleptique du vin produit (Lorrain et 
al., 2012). 
 
L’impact économique de ces maladies est variable selon les années et les terroirs. Si l’on 
connait des différences d’expression de ces maladies entre cépages, aucun n’est à ce jour 
connu comme étant résistant. On estime au niveau national que le taux moyen de plants 
exprimant ces maladies (symptômes, dépérissement) se situe entre 2 et 5% par an. Le 
maintien de la productivité parcellaire est aujourd’hui réalisé par complantation 
(remplacement des manquants). Toutefois cette pratique a un coût élevé de mise en œuvre. 
L’arsénite de soude, autrefois utilisé, permettait de contenir l’expression de ces maladies et 
ainsi de réduire les pertes au champ. Depuis le retrait de son homologation en 2001 pour 
son action carcinogène chez l’homme, aucune solution curative de remplacement n’a pu 
être proposée à la profession. On observe depuis une recrudescence des symptômes d’esca 
et de BDA très préoccupante, mais aussi l’apparition de ces maladies dans des vignobles de 
plus en plus jeunes. L’incidence de ces maladies est aujourd’hui telle qu’elle menace la 
viabilité économique des exploitations dans certaines régions viticoles.  
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Il est nécessaire de noter que les agents pathogènes associés à ces différentes maladies  
peuvent coexister sur une même plante au vignoble, et ces combinaisons ainsi que leurs 
interactions induisent donc chez les plants infectés une variété de symptômes externes et 
internes (Surico, Mugnai, and Marchi, 2006; Larignon et al., 2009; Luque et al., 2009; 
Kuntzmann et al., 2010). Par exemple, il est commun que les agents pathogènes relatifs aux 
BDA et à l’Eutypiose soient aussi isolés du bois de plants présentant des symptômes foliaires 
d’esca. De ce fait, la causalité de la microflore sur l’expression des symptômes observés au 
champ (esca/BDA, apoplexie) est encore incomprise et discutée à ce jour (Luque et al., 2009; 
Kuntzmann et al., 2010). Toutefois, la production de symptômes distincts est aussi 
documentée pour ces différents agents pathogènes (Moller, Kasimatis, and Kissler, 1974; 
Mugnai, Graniti, and Surico, 1999; Larignon et al., 2001). Ces maladies seront donc ici 
traitées séparément. 
 
2.2. Symptomatologie des maladies fongiques du bois de 
la vigne 
2.2.1. Symptomatologie de l’esca 
 
Les symptômes externes de l’esca peuvent apparaitre sous différentes formes (Fig. 
2). On note une forme lente (Fig. 2A), et une forme foudroyante ou apoplectique (Fig. 2B).  
 
 
 
Figure 2: Symptômes externes d’esca sur Vitis vinifera cv. Cabernet franc : (A)  Symptôme 
foliaire typique de la forme lente. (B) Ceps  présentant la forme apoplectique de l’esca. 
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La forme lente se caractérise par l’apparition de symptôme sur une partie ou la 
totalité des organes herbacés au début de la période estivale (Larignon et al., 2009). Cette 
expression est variable d’une année sur l’autre. Sur les feuilles, la forme lente se manifeste 
par l’apparition de taches jaunes au niveau du limbe. Celles-ci se développent, prennent une 
couleur rougeâtre en leurs centres et fusionnent entre elles, créant ainsi de plus grandes 
plages. Le limbe rouge est alors séparé des nervures vertes par un liseré jaune clair. Les 
feuilles montrent ainsi un aspect tigré caractéristique (Mugnai, Graniti, and Surico, 1999; 
Larignon et al., 2009). L’apparition des symptômes est précédée par une baisse de l’activité 
photosynthétique, un changement du métabolisme oxydatif et l’expression de gènes de 
défense dans les feuilles (Valtaud et al., 2009b; Magnin-Robert et al., 2011; Valtaud et al., 
2011). Des symptômes peuvent aussi être observés sur les baies, sous la forme de taches 
sombres violacées (« Black Meastle ») et du flétrissement des baies de raisin (Mugnai, 
Graniti, and Surico, 1999). 
 
La forme apoplectique se caractérise par une perte subite de la turgescence des 
feuilles, si traduisant par le flétrissement  de la totalité de la plante ou d’un rameau 
(Letousey et al., 2010). Cette forme foudroyante est caractérisée par une chute de l’activité 
photosynthétique des feuilles une semaine avant son expression (Letousey et al., 2010).  
 
Dans le tronc et les bras des ceps malades (Fig. 3), les symptômes généralement 
décrits sont: stries brunes apparaissant sous forme de ponctuations noires organisées de 
manière concentrique en coupe transversale, décoloration centrale dure de couleur 
brune/rose, sécrétion de gommes par les tissus infectés, et pourritures molles de couleur 
jaune claire (Mugnai, Graniti, and Surico, 1999; Surico, Mugnai, and Marchi, 2006). 
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Figure 3: Coupe longitudinale du tronc de ceps (Vitis vinifera cv. Cabernet 
franc)  exprimant des symptômes foliaires d’esca (Fig. 2). (A) Nécrose centrale et (B) 
nécrose mixte (centrale et sectorielle).  
 
2.2.2. Symptomatologie du BDA 
 
Les symptômes sur organes herbacés sont proches de ceux de l’esca et apparaissent 
un peu plus tôt que ces derniers (mai-juin) (Larignon et al., 2009). Comme pour l’esca, le BDA 
présente une forme lente et une forme sévère. L’apparition de symptômes foliaires 
caractérisant la forme lente, avant le dépérissement des plants, peut être décrite ou non 
selon la région viticole étudiée (Larignon et al., 2001; Urbez-Torres et al., 2006a). Elle est 
caractérisée par la formation de taches vineuses en bordure ou au centre du limbe. Ces 
taches s’agrandissent et s’étendent à la totalité du limbe. Celui-ci prend ensuite un aspect 
brun/roux, et est séparé des nervures vertes par un liseré violacé. Un dessèchement des 
baies peut aussi être observé. La forme sévère se caractérise par une défoliation rapide 
d’une partie ou de la totalité des rameaux, et peut conduire au dépérissement d’une partie 
ou de la totalité de la plante (Larignon et al., 2001). 
 
Dans le bois on note la présence de chancre, formant une nécrose sectorielle nette 
en forme de V et de couleur grise foncée (Larignon et al., 2001; Urbez-Torres et al., 2006a). 
L’apparition d’une bande brune sous l’écorce, s’étendant des rameaux atteints jusqu'à la 
base du cep, a aussi pu être décrite (Larignon et al., 2001; Kuntzmann et al., 2010).  
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2.2.3. Symptomatologie de l’Eutypiose 
 
Les symptômes de l’eutypiose sont les plus visibles au printemps (Moller, Kasimatis, and 
Kissler, 1974) et se caractérisent par une chlorose et un dessèchement des feuilles qui 
s’accompagnent d’une nanification des organes herbacés, donnant aux bras malades un 
aspect buissonnant. Dans le bois, ces symptômes se présentent sous la forme de nécroses 
brunes sectorielles de contour net, d’un aspect sec (Lecomte et al., 2000).  
 
2.3. Agents pathogènes associés 
2.3.1. Agents pathogènes associés { l’esca 
 
La définition et les causes exactes du syndrome de l’esca sont encore aujourd’hui 
discutées, la terminologie actuelle s’étant construite sur des connaissances inexactes. En 
latin, « esca » signifie nourriture ou aliment. Ce nom était anciennement employé pour 
désigner les carpophores de champignons basidiomycètes xylophages (Phellinus igniarius, 
Fomes fomentarius) utilisés alors comme combustible d’allumage à bougie (Graniti, 2006). La 
description de symptômes similaires est reportée chez la vigne dans des écrits datant du 
moyen âge et de l’antiquité (Mugnai, Graniti, and Surico, 1999; Graniti, 2006).  
 
Au début du 20ème siècle, un phytopathologiste français, Pierre Viala, observa que les 
symptômes sur organes herbacés concordaient avec la présence de pourriture molle 
(« esca » par extension) dans les bras et le tronc des ceps malades, et formalisa le nom 
donné aux symptômes foliaires caractéristiques (feuille d’aspect tigrée) à celui donné aux 
symptômes du bois, l’esca (Graniti, 2006). Les connaissances ont depuis évolué et l’on 
considère actuellement que les symptômes du bois liés à l’esca (Fig. 3) résultent de la 
succession de différentes espèces fongiques ascomycètes et basidiomycètes (Larignon and 
Dubos, 1997; Mugnai, Graniti, and Surico, 1999).  
 
En 1997, Larignon et Dubos, décrivent les premiers deux types de décoloration dans 
le bois de vigne, desquels ils isolent des espèces fongiques distinctes. Une zone de 
décoloration brune dure centrale et/ou sectorielle est associée à Phaeomoniella 
chlamydospora (P.ch) et Phaeoacremonium aleophilum (P.al), dans laquelle se forme une 
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pourriture molle de couleur claire, qu’ils associent aux basidiomycètes Fomitiporia puntuata 
et Stereum hirsutum (Larignon and Dubos, 1997). Les phénotypes respectifs sont reproduits 
dans le bois de ceps expérimentalement inoculés (Larignon and Dubos, 1997; Sparapano et 
al., 2000a; Sparapano, Bruno, and Graniti, 2001). La diversité des observations faites à ce 
jour ont montré que l’intervention d’un agent de la pourriture molle (F.punctuata, 
F.mediterranea) n’était pas nécessairement requise pour l’induction des symptômes foliaires 
dits d’esca (forme juvénile), et que celle-ci pourrait être accomplie uniquement par P.ch et 
P.al, seuls ou en combinaison (Marchi, Pascoe, and Edwards, 2001; Sparapano, Bruno, and 
Graniti, 2001). Individuellement, ces derniers peuvent être à l’origine de dépérissements de 
jeunes plants, connus sous le nom de maladie de Petri (Mugnai, Graniti, and Surico, 1999). 
Une redéfinition de la maladie causée par ces deux ascomycètes sous le nom de 
« Phaeotrachéomycose » a donc été proposée (Surico, 2009). Cette dernière peut alors être 
considérée comme une composante préalable au développement du syndrome de l’esca 
propre, caractérisé par l’expression de symptômes foliaires (feuille tigrée) et par la présence 
de pourriture molle dans le bois (amadou). Pour ces raisons, une attention particulière a été 
portée à P.ch et P.al pour les champignons associés aux symptômes foliaires dits d’esca. 
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2.3.1.1. Phaeomoniella chlamydospora 
 
Phaeomoniella chlamydospora (W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & L. Mugnai) était 
anciennement classé dans le genre Phaeoacremonium (P.chlamydosporum) et devint la 
première espèce de son genre en 2000 (Crous and Gams, 2000). Depuis, seules sept 
nouvelles espèces ont été décrites sur différents hôtes, dont 5 de bois de pruniers en 2010 
(Lee et al., 2006; Damm, Fourie, and Crous, 2010). Aucune forme sexuée (téléomorphe) de 
ce champignon n’est à ce jour connue. Ce dernier est donc classé dans le groupe des 
Deutéromycètes. Bien qu’un mode de reproduction clonal, par voie mitosporique soit 
identifié, une reproduction para-sexuée de cette espèce a été suggérée (Comont et al., 
2010).   
 
2.3.1.2. Phaeoacremonium spp. 
 
Vingt cinq espèces du genre Phaeoacremonium (W. Gams, Crous & M.J. Wingf.) ont 
été associées à l’esca et au dépérissement de jeunes vignes (Mostert et al., 2006; Essakhi et 
al., 2008; Graham, Johnston, and Weir, 2009; Gramaje et al., 2009b) (Tab. 1). Parmi elles, 
l’espèce prédominante est P.aleophilum (Essakhi et al., 2008; Luque et al., 2009; Kuntzmann 
et al., 2010). La phylogénie du genre a été déterminée sur les gènes de β-tubuline, d’actine 
et les ITS de 22 Phaeoacremonium spp. (Mostert, 2006). Les formes sexuées (téléomorphes) 
des espèces du genre Phaeoacremonium ont été confirmées comme étant des espèces 
préalablement décrites et classées dans le genre Togninia (Mostert, 2006). Ainsi 
P.aleophilum est la forme asexuée (anamorphique) de Togninia minima. 
  
Les Phaeoacremonium spp. sont capables d’infecter une gamme diversifiée de 
plantes, et peuvent aussi s’avérer être des agents pathogènes opportunistes pour l’homme 
(Mostert et al., 2005). 
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Tableau 1: Récapitulatif des différentes espèces du genre Phaeocremonium associées à 
l’esca et au dépérissement de jeunes vignes dans le monde. (Mostert, 2006; Mostert et al., 
2006; Essakhi et al., 2008; Gramaje et al., 2009b), CBS database. 
Espèces Pays 
P. aleophilum France, Argentine, Australie, Autriche, Canada, Chile, Iran, Italie, 
Afrique du Sud, Espagne, Turquie, USA, Yougoslavie 
P. viticola France, Iran, Allemagne, Afrique du Sud, USA 
P. scolyti France, Afrique du Sud 
P. alvesii Australie, Brésil, USA, Turquie 
P. augustius Portugal, USA 
P. australiense Australie 
P. griseorubrum Japon, USA, Italie 
P. inflatipes Chili, Costa Rica, USA, Espagne 
P. iranianum Iran, Espagne, Italie 
P. krajdenii Canada, Inde, Japon, Norvège, 
Afrique du Sud, USA, Zaïre 
P. mortoniae Suède, USA, Hongrie, Croatie 
P. parasiticum Argentine, Australie, Pérou, Brésil, Canada, Chili, Costa Rica, 
Finlande, Iran, Iraq, Italie, Afrique du Sud, Tunisie, USA. 
P. rubrigenum USA, Croatie 
P. subulatum Afrique du Sud 
P. venezuelense Canada, Afrique du Sud, Venezuela 
P. croatiense Croatie 
P. hungaricum Hongrie 
P. sicilianum Italie, Espagne 
P. tuscanum Italie 
P. austroafricanum Afrique du Sud 
P. cinereum Iran 
P. hispanicum Espagne 
P. armeniacum Nouvelle Zélande  
P. occidentale Nouvelle Zélande 
P. globosum Nouvelle Zélande 
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2.3.2. Agents pathogènes associés au BDA  
 
Le terme BDA (Black Dead-Arm), a été introduit par Lehoczky et al. en 1974 (Larignon 
et al., 2001). Cette terminologie fut à l’époque proposée afin de discerner l’Excoriose (Dead 
Arm Disease) causée par Phomopsis viticola, de la maladie de dépérissement causée par les 
Botryosphearia spp. et les Botryosphaeriaceaes au sens large. Cette maladie est connue chez 
de nombreuses espèces ligneuses sous le nom de « chancres à Botryosphaeria » ou 
« Botryos cankers » (Larignon et al., 2001; Urbez-Torres et al., 2006a). Les espèces de la 
famille des Botryosphaeriaceae, dont font partie les espèces du genre Botryosphaeria, sont 
capables de coloniser une gamme de végétaux ligneux relativement large, chez lesquels ils 
peuvent se comporter de manière endophytique, saprophytique, ou bien pathogénique 
(Crous et al., 2006; Van Niekerk et al., 2006). Pour cette raison la pathogénicité et 
l’épidémiologie des espèces de la famille des Botryosphaeriaceaes ont été sujettes à 
confusions jusqu’à la fin des années 90 (Larignon et al., 2001; Van Niekerk et al., 2006). Ces 
derniers sont de nos jours décrits comme étant omniprésents, et pathogéniques chez la 
vigne (Urbez-Torres et al., 2006b; Urbez-Torres et al., 2006a; Van Niekerk et al., 2006). Il y a 
encore une dizaine d’années, les caractères anamorphiques pour ces espèces n’étaient pas 
encore clairement définis, de ce fait des confusions ont pu être faites dans leurs 
identifications (Slippers et al., 2004). De plus, différents genres au sein des 
Botryosphaeriaceaes sont des genres anamorphiques au genre Botryosphaeria (Denman et 
al., 2000; Crous et al., 2006). Des études de phylogénie moléculaire relativement récentes 
ont néanmoins permis d’éclaircir certaines de ces questions (Crous et al., 2006; Phillips, 
Crous P. W., and Alves, 2007), et de différencier plus finement certaines espèces (Slippers et 
al., 2004). Chez la vigne, de nombreuses espèces ont été recensées et sont reportées dans le 
tableau 2. 
 
Aucune étude épidémiologique spécifique n’a encore été publiée en France. 
Toutefois, Diplodia seriata (D.se) (téléomorphe : B.obtusa), Neofusicoccum parvum (N.pv) 
(téléomorphe : B.parva) et Diplodia mutila (téléomorphe : B.stevensii) sont décrits comme 
étant les espèces les plus fréquemment isolées de vignes atteintes de BDA en France 
(Larignon et al., 2009; Laveau et al., 2009).     
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Tableau 2: Récapitulatif des différentes espèces de la famille des Botryosphaeriaceae 
associées au dépérissement de vignes dans le monde. (Van Niekerk et al., 2006; 
Amponsah, 2010; Urbez-Torres, 2011), CBS database. 
 
Espèces Pays 
Diplodia seriata (Botryosphaeria obtusa) 
France, Espagne, Italie, Nouvelle 
Zélande, Etats Unis, Allemagne, 
Afrique du Sud, Australie, Portugal, 
Suisse 
Neofusicoccum parvum (Botryosphaeria parva) 
France, Espagne, Nouvelle Zélande, 
Etats Unis, Afrique du Sud, Australie, 
Portugal Australie, Allemagne 
Diplodia mutila (Botryosphaeria stevensii) 
France, Espagne, Italie, Nouvelle 
Zélande, Etats Unis, Allemagne, 
Afrique du Sud, Australie, Portugal 
Fusicoccum aesculi (Botryosphaeria dothidea) 
France, Espagne, Etats Unis, Afrique 
du Sud, Australie, Portugal 
Lasiodiplodia theobromae (Botryosphaeria rhodinia) 
Espagne, Etats Unis, Afrique du Sud, 
Australie, Portugal 
Neofussiccocum australe (Botryosphaeria australis) 
Nouvelle Zélande, Etats Unis, 
Afrique du Sud, Australie, Espagne 
Neofussiccocum luteum  (Botryosphaeria lutea) 
Espagne, Nouvelle Zélande, Etats 
Unis, Afrique du Sud, Australie, 
Portugal 
Diplodia corticola (Botryosphaeria corticola) 
Espagne, Etats Unis, Afrique du Sud, 
Australie, Portugal 
Dothiorella iberica Etats Unis, Afrique du Sud, 
Dothiorella viticola (Botryosphaeria viticola) Espagne, Etats Unis, Afrique du Sud, 
Lasiodiplodia crassispora Afrique du Sud, Portugal, Etats unis 
Neofusicoccum mediterraneum Espagne, Etats Unis, Portugal 
Neofusicoccum ribis  (Botryosphaeria ribis) Australie, Portugal 
Dothiorella sarmentorum (Botryosphaeria Sarmentorum) Espagne 
Lasiodiplodia crassispora Etats Unis, Afrique du Sud 
Neofusicoccum vitifusiforme Espagne 
Neofusicoccum viticlavatum Afrique du Sud 
Phaeobotryosphaeria porosa Afrique du Sud 
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2.3.3. Agents pathogènes associés { l’eutypiose 
 
L’eutypiose est causée par le champignon ascomycète Eutypa lata (E.lata), identifié sur 
vigne par Moller et Kasimatis (Moller and Kasimatis, 1978). Le nom de l’espèce, Eutypa lata, 
a été donné ultérieurement par Rappaz (Rappaz, 1984). La forme asexuée d’E.lata, Libertella 
blepharis, ne semble avoir qu’un rôle restreint dans la propagation de la maladie (Cortesi 
and Milgroom, 2001). Une définition précise de l’espèce, s’appuyant sur des critères 
morphologiques et moléculaires, a été donnée par Rohsaulsen et al. en 2006. Cette espèce, 
ainsi que les espèces lui étant proches en termes phylogénétique, sont connues pour 
coloniser et causer des symptômes similaires sur une large gamme de plantes ligneuses 
(Rolshausen et al., 2006). De nombreuses espèces de la famille des Diatrypaceaes ont 
cependant été isolées sur vigne en Californie, et se sont expérimentalement avérées 
pathogènes (Trouillas and Gubler, 2010).   
 
2.4. Toxines et enzymes sécrétées 
2.4.1. Phaeomoniella chlamydospora et les Phaeoacremonium spp. 
 
Diverses phytotoxines et activités enzymatiques ont été mises en évidence dans les 
milieux de culture P.ch and P.al. Des composés de la famille chimique des naphthalénones, 
principalement la scytalone et l’isosclérone, ont majoritairement été étudiés car sécrétés en 
abondance dans les milieux de culture de ces champignons (Evidente et al., 2000; Tabacchi 
et al., 2000; Abou-Mansour, Couché, and Tabacchi, 2004; Bruno and Sparapano, 2007c). Sur 
feuilles détachées, l’isosclérone cause des tâches chlorotiques et nécrotiques, suivies d’un 
dépérissement de larges plages du limbe. Avec le scytalone, les feuilles deviennent vertes 
pâles et chlorotiques, et présentent des taches en bordure et le long des veines (Evidente et 
al., 2000; Bruno and Sparapano, 2007c). Sur cals, l’effet phytotoxique du scytalone semble 
être supérieur à celui de l’isosclérone (Abou-Mansour, Couché, and Tabacchi, 2004). Une 
accumulation exclusive d’isoclérone est observée sur cal infecté issu de cépage tolèrant (cv. 
Matilde), alors que l’accumulation conjointe de scytalone et d’isosclérone est observée sur 
cal issu de cépage sensible (cv. Italia) (Bruno and Sparapano, 2007a). Ces composés sont 
détectés dans les feuilles, les fruits et la sève des ceps exprimant des symptômes (Bruno and 
Sparapano, 2007a). Ces deux naphthalénones sont des composés intermédiaires de la voie 
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de biosynthèse de la mélanine, et sont probablement impliqués dans la pigmentation brune 
du bois infectés par P.al et P.ch (Bruno and Sparapano, 2007c). D’autres travaux, menés sur 
des cals de vigne, montrent que si ces composés ont un effet toxique à des doses de 0,5mM, 
ils stimulent la croissance des cals à des doses plus faibles (0,25mM). D’autres composés de 
la même famille, isolés des milieux de culture de P.al, comme la flavioline, s’avèrent avoir 
des effets phytotoxiques plus forts (Abou-Mansour, Couché, and Tabacchi, 2004).  
 
La production de polymères d’alpha-glucans (pullulans) allant de 50 à 2500kDa a été 
mise en évidence chez ces espèces, et sont aussi détectés dans la sève des plantes malades 
(Bruno and Sparapano, 2007c). Ces molécules sont produites en plus grande quantité et 
dans une variété de poids moléculaires plus diversifiés dans les cultures de P.ch que dans 
celles de P.al. Sur feuille détachée, les pullulans (50mg/mL) produisent un desséchement de 
la bordure ou de la totalité du limbe, qui peut être variable selon la sensibilité des cépages à 
ces toxines (Bruno and Sparapano, 2007c). Les auteurs émettent l’hypothèse que ces exo-
polysaccharides agiraient en formant une pellicule imperméable à l’oxygène à la surface des 
cellules, causant alors leur mort par asphyxie (Bruno and Sparapano, 2007c). 
 
Une étude comparative de l’activité des polypeptides sécrétés par P.al et P.ch sur des 
cultures cellulaires de vigne a montré que ces derniers ont aussi un effet phytotoxique (Luini 
et al., 2010). Les fractions polypeptidiques, d’une masse moléculaire allant de 6 à 250kDa, 
induisent des modifications de la conductance membranaire aux protons, ayant pour 
conséquence une diminution de l’assimilation des nutriments par les cellules. Alors que la 
fraction sécrétée par P.al induit la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) par 
l’activation de la NADPH oxidase, la fraction sécrétée par P.ch a un effet inhibiteur sur celle-
ci. Les polypeptides sécrétés par ces deux espèces induisent l’activation de la voie de 
biosynthèse de métabolites secondaires, se traduisant par une induction de l’activité 
phénylalanine ammonia-lyase (PAL). Globalement, les polypeptides sécrétés par P.ch ont un 
effet phytotoxique général plus fort que ceux produits par P.al, sur culture cellulaire et 
feuille détachée (Feurat-Lessart et al., 2010).  
 
Les activités enzymatiques liées à la dégradation des parois cellulaires et la 
conversion de certains composés phénoliques, connus pour leurs actions antifongiques, ont 
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aussi été étudiées et sont donc documentées pour P.al et P.ch. Ces deux champignons 
présentent tous deux des activités tannase, laccase et peroxidase, et sont capables d’utiliser 
l’acide tannique et le resvératrol comme seule source de carbone en culture (Bruno and 
Sparapano, 2007b). D’autres activités, xylanase, Endo-β-1,4 glucanase, exo-beta-1,4 
glucanase, glucosidase, lignine peroxidase, manganese peroxidase, et laccase ont été mises 
en évidence dans le milieu de culture de P.al, mais sont absentes de celui de P.ch (Del Rio et 
al., 2004; Valtaud et al., 2009a). Ces champignons ne présentant pas  d’interaction 
antagoniste en confrontation sur boite de pétri (Sparapano et al., 2000b), il a été proposé 
que P.ch et P.al puissent donc agir de manière coordonnée in planta, le premier réduisant 
les réactions de défenses de la plante par la production de toxines virulentes, et le second en 
affectant l’intégrité des parois cellulaires (Luini et al., 2010).  
 
2.4.2. Botryosphaeriaceae 
 
Des toxines de la famille des  dihydroisocoumarines ont été majoritairement étudiées 
chez les Botryosphaeriaceaes. Ces toxines, la mélleine, la 4-hydroxymélleine, la 7-
hydroxymélleine, la 7-dihydroxymélleine ont été détectées dans les milieux de culture et le 
bois infectés par D.se (Djoukeng et al., 2009).  
 
Les activités enzymes xylanase, amylase, cellulase, pectinase, laccase, péroxidase, β-
glucosidase, sérine estérase, endo-arabinase et pepsine peptidase sont documentées pour 
les Botryosphaeria spp. (Dekker et al., 2001; Kirk, Lene, and Pernile, 2010). Parmi les 
principaux composés phénoliques antifongiques de vigne, ni le δ-resvératrol, ni l’ε-viniférine, 
ni le δ-viniférine ne montrent d’activité antifongique contre D.se (Djoukeng et al., 2009). 
 
2.4.3. Eutypa lata 
 
Eutypa lata est restreint au tronc et aux bras des ceps malades, et n’est pas présent dans 
les sarments de l’année (Bernard and Mur, 1986). L’induction de symptômes sur organes 
herbacés nécessite donc la production de toxines circulant au travers du système vasculaire 
de la plante. L’une d’entre elle, l’eutypine, a été chimiquement caractérisée à la fin des 
années 80 (Renaud, Tsoupas, and Tabacchi, 1989). La toxicité de cette molécule a été mise 
Chap I  Synthèse Bibliographique 
33 
 
en évidence sur feuille et culture cellulaire, et elle est détectée spécifiquement chez les ceps 
infectés (Tey-Ruhl et al., 1991). Un mécanisme de défense permettant la conversion de 
l’eutypine en eutypinol (composé non-toxine sur vigne) a été mis en évidence chez la vigne, 
et semble contribuer à la moindre sensibilité de certains cultivars (Colbat et al., 1999). 
D’autres composés dérivés de l’eutypine (eutypinol, benzofurane, chromanone, siccayne, 
eulatinol, eulatachromène) ont aussi été décrits (Molyneux et al., 2002). Des molécules 
sécrétées de nature polypeptidique, agissant localement et à distance, participent aussi à la 
virulence d’E.lata (Octave et al., 2006).  
 
Des activités hydrolytiques (cellulases, xylanases, β-1-3 glucanase, chitinases, protéase, 
oxydase, glycosydase, amylase) ont été mises en évidence dans le milieu de culture ou le 
bois de vigne infecté (Schmidt, Wolf, and Lorenz, 1999; Rolshausen et al., 2008). E.lata 
possède une activité lignolytique relativement faible, ce qui explique en partie sa 
progression lente dans le bois, et la dureté résiduelle des tissus nécrosés (Rolshausen et al., 
2008).  
 
2.5. Voies de contamination identifiées 
2.5.1. Voies de contaminations des champignons associés { l’esca 
 
Différentes voies de contaminations sont possibles, et intervenant à diverses étapes 
de la vie des ceps, ont été décrites pour P.ch et les espèces du genre Phaeoacremonium. 
Toutefois, l’impact respectif de ces infections sur l’incidence de la maladie aux vignobles 
reste hypothétique, l’incubation de la maladie nécessitant plusieurs années avant son 
expression (Sparapano, Bruno, and Graniti, 2001).  
 
Chronologiquement, la première source identifiée est tout simplement la 
multiplication de matériel contaminé (porte-greffe et greffon). Les agents pathogènes sont 
ensuite propagés à différentes étapes du procédé de fabrication des plants (Gramaje and 
Armengol, 2011). Les bains d’hydratation ainsi que le substrat de stratification ont été 
identifiés comme sources potentielles en inoculum (Retief, McLeod, and Fourie, 2006; 
Edwards et al., 2007). Les plaies consécutives à la fabrication (soudure, talon, éborgnage) 
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profitent alors à l’entrée de ces agents pathogènes dans les plants. Des travaux menés par 
W. D. Gubler et ses collaborateurs au début des années 2000 montrent que la colonisation 
de jeunes plantules intactes par P.inflatipes et P.ch peut être expérimentalement accomplie 
par voie racinaire et aérienne (Feliciano and Gubler, 2001). Ces champignons ont déjà été 
détectés dans des substrats de stratification et de plantation utilisés en pépinière viticole, 
une contamination par la surface de jeunes organes intacts n’est donc pas à exclure. 
 
Plusieurs modes de dissémination semblent aussi être possibles au vignoble. La plus 
communément reconnue est la dissémination aérienne de P.ch et les Phaeocremonium spp., 
les conidies et ascospores profitant des plaies occasionnées lors de la taille pour pénétrer 
dans les tissus ligneux des ceps (Mugnai, Graniti, and Surico, 1999; Larignon et al., 2009). La 
présence de fructifications (conidiophores, picnides) a été décrite au niveau des 
infractuosités du tronc des ceps résultants d’anciennes plaies de tailles, ainsi qu’au niveau 
des sommités des sarments et des fruits (Larignon, Dupont, and Dubos, 2000; Eskalen and 
Gubler, 2001; Rooney-Latham, Eskalen, and Gubler, 2005). La dispersion des conidies de P.ch 
semble pouvoir être accomplie en France toute l’année, avec un maximum en période 
tempérée après un évènement pluvieux (Larignon, Dupont, and Dubos, 2000). Les 
propagules de P.al ne sont détectées dans l’air que pendant les périodes de printemps et 
d’été (Larignon, Dupont, and Dubos, 2000). Il a été montré que les plaies restaient réceptives 
pendant plusieurs mois après la taille, et que la date de celle-ci n’avait pas non plus 
d’influence sur l’infection par ces champignons (Eskalen, Feliciano, and Gubler, 2007).  
 
D’autres observations indiquent que P.ch et les Phaeoacremonium spp. pourraient 
aussi être véhiculés par le sol (Gubler et al., 2004). Cette voie de contamination semble avoir 
un rôle prédominant lors de la plantation, et s’exprime en Californie chez les jeunes plantes 
sous la forme de la maladie de Pétri (Gubler et al., 2004). Une étude menée entre 1999 et 
2004 en Italie, montre que la colonisation acropète des plants par ces espèces au vignoble, 
suggérant soit une contamination par le sol, soit une infection latente préexistante à la 
plantation. Les taux d’infections décrits dans cette étude avoisinent 60% pour les 
Phaeoacremonium spp. et 45% pour P.ch après 4 ans de plantation, et ce, sans aucune 
manifestation de symptômes (Zanzotto et al., 2007). Le suivi de la distribution spatiale des 
vignes malades à la parcelle ne permet pas de mettre en évidence le mode de dissémination 
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privilégié de ces champignons aux vignobles, l’apparition des symptômes ayant un caractère 
aléatoire (Surico, Mugnai, and Marchi, 2006; Pollastro et al., 2009; Romanazzi et al., 2009). 
 
2.5.2. Voies de contaminations des champignons associés au BDA 
 
Les Botryosphaeriaceae sont eux aussi présents dans les sarments des vignes mères, 
et propagés lors du procédé de fabrication des plants, particulièrement dans la zone de 
greffe (Philippe Larignon, communication personnelle). Au vignoble la dissémination des 
spores semble être accomplie toute l’année avec des maximums en condition tempérée 
après une période pluvieuse (Serra, Mannoni, and Ligios, 2008; Kuntzmann, Villaume, and 
Bertsch, 2009; Urbez-Torres et al., 2010). Ces spores pénètrent alors les plants par les plaies 
réalisées au niveau du tronc, celles-ci pouvant rester susceptibles aux infections plus de 
quatre mois après la taille (Serra, Mannoni, and Ligios, 2008). Néanmoins ces agents 
pourraient aussi pénétrer directement dans la plante sans profiter des blessures, par les 
lenticelles, les stomates et d’autres ouvertures naturelles (Slippers and Wingfield, 2007).  
 
2.5.3. Voies de contamination des champignons associés à 
l’eutypiose 
 
Contrairement aux autres champignons décrits précédemment, E.lata n’est pas 
présent dans les sarments de l’année (Bernard and Mur, 1986), et n’a jamais été isolé de 
jeunes plants en pépinière viticole. En vignoble, les périthèces présents au niveau de l’écorce 
du bois mort constituent la source de contamination. Ces derniers contiennent des asques 
qui libèrent sous l’action de la pluie une grande quantité d’ascospores (Paillassa et al., 1992). 
Celles-ci sont ensuite transportées par le vent jusqu’aux plaies occasionnées par la taille et le 
gel. 
 
2.6. Méthodes de luttes 
 
Depuis le retrait de l’homologation de l’arsénite de soude du marché Européen en 2001, 
aucune solution de remplacement efficace et économiquement acceptable n’a été proposée 
à la profession (Bertsch et al., 2009). Néanmoins des solutions préventives émergent afin de 
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limiter la propagation de ces agents et l’incidence de ces maladies en pépinière et au 
vignoble.  
 
2.6.1. Méthodes préventives 
 
La première action préventive consisterait à la propagation de matériel non-
contaminé. Bien que les plants commercialisés proviennent de stocks exempts des 
principales viroses, et phytoplasmes, le contrôle des agents associés aux maladies du bois au 
niveau du matériel de multiplication reste problématique et ne peut pas être actuellement 
assuré (Gramaje and Armengol, 2011). Ces dernières années, des avancées ont été réalisées 
dans le but de prévenir les nouvelles infections et ainsi limiter la propagation des agents 
pathogènes aux cours du procédé de fabrication et au vignoble. 
 
2.6.1.1. Prophylaxie 
 
Des pratiques visant à limiter les sources en inoculum au vignoble par le ramassage et 
la destruction des bois de tailles et des organes contaminés, ont été proposées (Fourie and 
Halleen, 2004a). D’autres approches prophylaxiques, comme la méthode de « double-
taille », ont été proposée pour le contrôle de la formation de chancres dus aux 
Botryosphaeria spp. et à Eutypa lata en Californie (Urbez-Torres and Gubler, 2009). Cette 
méthode vise à différer le temps d’exposition des plaies réalisées à proximité du tronc à 
l’inoculum. Une première taille longue a lieu à la fin de l’hiver et une seconde, sélective, au 
début de la période végétative. L’utilisation de fongicide en spray associée à cette méthode 
de taille semble permettre d’assurer un contrôle efficace de la formation de chancre (Gubler 
et al., 2010). L’utilisation de système de conduite ne générant pas de plaies de taille 
importante sur le trajet de sève, comme la taille Guyot-Poussard, semble limiter l’installation 
de ces champignons par rapport aux systèmes de taille traditionnels (François Dal, 
communication personnelle).     
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2.6.1.2. Contrôle chimique 
 
Ces dernières années, la protection des plaies de taille au vignoble par l’application 
de fongicides a été particulièrement étudiée. Au vignoble, le bénomyl et le flusilazole 
semblent avoir un effet sur le taux de contamination naturel à P.ch (Halleen, Fourie, and 
Lombard, 2010). Le bénomyl, le tébuconazole, le prochloraz manganese chloride et le 
flusilazole ont aussi été identifiés comme étant efficaces en protection des plaies contre 
différents Botryosphaeriaceae et E.lata (Bester, Crous, and Fourie, 2007). Une étude 
récente, montre que le thiophanate-méthyle semble être efficace sur un spectre d’espèces 
relativement large (Rolshausen et al., 2010). Cependant l’application de produit en 
protection des plaies n’est pas une solution évidente, la gamme de produit disponible étant 
limitée, tout comme leurs spectres d’action et leurs efficacités dans le temps (Rolshausen et 
al., 2010).     
 
Le contrôle chimique des maladies en pépinière est aussi problématique (Gramaje 
and Armengol, 2011). Les techniques traditionnelles de pulvérisation et de trempage 
utilisées pour la décontamination de surface ne permettent pas une pénétration des 
fongicides suffisante pour le contrôle des agents pathogènes présents au niveau des tissus 
du xylème et du phloème (Gramaje and Armengol, 2011). Les bains d’hydratation semblent 
être des étapes stratégiques pour le contrôle des agents pathogènes. L’ajout de bénomyl, de 
carbendazim, de didécyldiméthylammonium chloride, ou de captan se traduit par une 
diminution significative du taux d’isolation de P.ch et de Phaeoacremonium spp. au niveau 
du talon et de la soudure de jeunes plants (Fourie and Halleen, 2004b, 2006; Gramaje et al., 
2009a). La diminution des taux de contamination de P.ch et des Botryosphaeriaceae par une 
formulation de cyprodinil et de fludioxonil est aussi documentée (Rego et al., 2009). 
L’utilisation d’éliciteur des défenses naturelles des plantes en pulvérisation, comme le 
chitosan, semble réduire l’incidence des infections à P.ch (Nascimento, Rego, and Oliveira, 
2007). 
 
 
 
Chap I  Synthèse Bibliographique 
38 
 
2.6.1.3. Agents de bio-contrôle 
 
L’utilisation d’agents biologiques antagonistes, dits agents de bio-contrôle, en 
protection des plaies contre P.ch et P.al, et comme stimulateur de croissance des plants en 
pépinière est documentée (Fourie et al., 2001; Di Marco, Osti, and Cesari, 2004; Fourie and 
Halleen, 2004b, 2006). En pépinière, l’utilisation de Trichoderma spp. induit une diminution 
effective des infections au niveau des racines, du talon et de la soudure, alors que la 
croissance des racines est stimulée (Fourie et al., 2001). La protection des plaies de taille par 
T. harzianum et T. longibrachiatum contre P.ch, et de T. atroviride et T. harzianum contre 
P.ch et les  Botryosphaeriaceaes est aussi décrite (Di Marco, Osti, and Cesari, 2004; Kotze et 
al., 2009). Cependant, en France, du fait des limites de la méthode microbiologique utilisée 
dans ces études, l’efficacité de ces agents de bio-contrôle en pépinière et au champ reste 
sujet à polémique (Philippe Larignon, Pascal Lecomte, communication personnelle). 
 
2.6.2. Méthodes curatives 
 
La seule méthode curative disponible à l’heure actuelle est le traitement des bois de 
multiplication à l’eau chaude. Cette méthode consiste à immerger les sarments dans un bain 
d’eau à 50°C pendant 30 minutes (protocole standard) (Gramaje and Armengol, 2011). Cette 
pratique semble être la plus efficace lorsqu’elle est réalisée sur les sarments avant greffage 
ou sur les plants greffés-soudés en dormance après leur élevage (Gramaje and Armengol, 
2011). La balance optimale entre le temps et la température du traitement sur le contrôle 
des agents pathogènes et le taux de reprise des plants a fait l’objet de recherches détaillées. 
Cependant certaines observations indiquent que le protocole standard est susceptible 
d’induire une baisse significative du taux de reprise des plants (Bleach, Jones, and Jaspers, 
2009; Habib et al., 2009) et de ne pas être effectif sur le contrôle des agents pathogènes 
(Habib et al., 2009; Serra et al., 2009). D’autres travaux récents menés sur l’utilisation de 
traitement au dessus de 50°C (53°C) pendant 30 minutes indiquent que l’effet curatif de ce 
dernier est supérieur, sans pour autant générer une réduction du taux de reprise des plants 
(Gramaje et al., 2009c). 
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D’un point de vue général, le contrôle de ces maladies reste aujourd’hui 
problématique à mettre en œuvre, tant au vignoble qu’en pépinière viticole. 
 
3. L’organisation des défenses dans le bois 
3.1. Les mécanismes de défense chez les plantes 
Deux types de relations hôte/pathogène sont distinguables chez les plantes, la relation 
incompatible et compatible. L’incompatibilité se traduit à l’absence de relation 
pathogénique entre la plante et le microorganisme alors que la compatibilité conduit au 
développement d’une maladie. On distingue deux types de relations incompatibles. (i) 
L’incompatibilité fondamentale qui se traduit par la résistance de tous les cultivars d’une 
espèce végétale donnée vis-à-vis des différents biotypes d’une espèce d’agent pathogène. 
(ii) L’incompatibilité ou résistance race/cultivars dépend des cultivars d’une espèce végétale 
ou des biotypes d’un agent pathogène. Si la plante n’est pas capable de mettre en place des 
défenses suffisamment efficaces pour stopper la progression de la l’agent pathogène, elle 
est alors dite sensible. Cette relation compatible peut être la conséquence d’une absence de 
reconnaissance de l’agent pathogène par son hôte, ou d’une déficience dans les mécanismes 
de défenses de la plante. 
 
Les mécanismes de défenses des plantes peuvent être divisés en deux composantes : 
les défenses passives (préexistantes), et les défenses actives (induites). Afin de pénétrer 
dans son hôte, l’agent pathogène doit préalablement contourner certaines barrières 
physiques comme la cuticule, ainsi que certaines barrières chimiques comme les composés 
phénoliques (Lepoivre, 2003). Une fois dans son hôte, l’agent pathogène est reconnu de 
manière spécifique par le biais de facteurs d’avirulence émis par celui-ci (résistance 
race/cultivars), ou de manière aspécifique par le biais de molécules élicitrices (PAMPs, 
MAMPs) (Yang, Shah, and Klessig D. F., 1997; Zipfel, 2008). Cette reconnaissance entraine 
une modification des flux ioniques transmembranaire, puis une transduction du signal 
faisant intervenir des processus de régulation protéique post-traductionnelle 
(phosphorylation, déphosphorylation), la production de formes réactives de l’oxygène (ROS), 
et la synthèse de messagers secondaires tels que l’acide jasmonique, l’acide salicylique et 
l’éthylène. Des réactions de défenses actives, locales et systémiques se mettent alors en 
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place. Les réactions de défense locales peuvent être divisées en deux catégories, les 
défenses actives rapides et différées. Certaines réponses rapides, comme la production 
d’espèces réactives de l’oxygène, l’accumulation de composés phénoliques et de protéines 
antifongiques, peuvent stopper précocement le développement de certains agents 
pathogènes, il y aura alors résistance (Lepoivre, 2003). C’est le cas pour la très grande 
majorité des interactions plantes-microorganismes. Dans le cas d’une interaction 
pathogénique compatible, ces deux extrêmes constituent les bornes d’un continuum, dans 
lequel la sévérité de la maladie est fonction de la tolérance de l’hôte, et de l’agressivité de 
l’agent pathogène (Lepoivre, 2003). La compartimentation des agents pathogènes, 
particulièrement dans le bois, nécessite des modifications anatomiques à la jonction des 
tissus sains et infectés, et constitue un mécanisme de défense différé. 
 
3.2. La compartimentation des agents pathogènes dans 
le bois 
 
Le modèle CODIT (Compartmentalization Of Decay In Trees = compartimentation de 
la pourriture dans les arbres) a été proposé pour décrire la réponse aux lésions du xylème 
causées par des champignons lignivores (Shigo and Marx, 1977; Shigo, 1985). En accord avec 
Shigo, les plantes ligneuses forment des barrières qui isolent les tissus sains des tissus 
infectés, et limitent ainsi la propagation des pathogènes dans le bois (Fig. 4). Cette 
compartimentation est divisée en deux processus : la formation d’une zone de réaction et la 
formation d’une zone de barrière (Fig.  4). La zone de réaction se forme dans les tissus 
préalablement existants, alors que la zone de barrière est constituée des tissus 
nouvellement formés par le cambium vasculaire en réponse à l’agression. Quatre murs 
anatomiques sont décrits par le modèle CODIT, et classés en fonction de leurs efficacités 
croissantes. (i) Le premier correspond à l’occlusion des vaisseaux du xylème par la formation 
de tylose ou de gel. (ii) Le second correspond à l’épaississement des parois des cellules 
bordant les cernes préexistants. (iii) Le troisième mur est assuré par les rayons, et n’assure 
donc pas une structure anatomique continue. (iv) Le quatrième mur (zone de barrière) est 
considéré comme le plus efficace et le plus durable, et sépare le bois infecté préexistant des 
nouveaux tissus.  
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3.2.1. Occlusion des vaisseaux du xylème 
 
La première barrière correspond à l’occlusion des vaisseaux du xylème par la 
formation de tylose ou de gel. Chez la vigne, en réponse à la blessure, l’occlusion des 
vaisseaux du xylème semble être contrôlée par la voie de signalisation de l’éthylène (Sun et 
al., 2007). Cette occlusion est indépendante du phénomène d’embolie (présence de bulle 
d’air ou de gaz dans les vaisseaux). Si le développement de thylles peut être observé 24 
heures après la blessure, la fermeture complète des vaisseaux nécessite au moins une 
semaine (Sun, Rost, and Matthews, 2006; Sun et al., 2007). De plus, après une taille, 
l’occlusion totale des vaisseaux n’est observée que dans environ 60% d’entre eux en hiver, 
printemps et été, et 80% en automne (Sun, Rost, and Matthews, 2008). La proportion de 
vaisseaux contenant du gel ou de la tylose peut aussi varier en fonction des saisons. Si 
l’occlusion des vaisseaux en été et en automne est très majoritairement assurée par la 
formation de tylose, l’occlusion des vaisseaux par du gel est majoritaire en hiver (Sun, Rost, 
and Matthews, 2008).  
 
Le caractère relativement lent de la fermeture des vaisseaux fait que celui-ci ne 
semble pas efficace pour restreindre la colonisation acropétale des plants par des bactéries 
pathogènes chez la vigne (e.g. Xyllera fastidiosa) (Thorne et al., 2006). Dans le champ des 
maladies fongiques du bois, un nombre restreint de travaux ont porté sur le sujet chez la 
vigne. Certaines observations suggèrent cependant que la colonisation des plants par P.ch et 
les Phaeoacremoniums spp pourrait être assurée en partie par le transport passif de 
propagules dans les vaisseaux du xylème. Celles-ci ont été décrites dans la sève de plantes 
matures infectées (Bruno and Sparapano, 2007d), ainsi que dans les vaisseaux de plantules 
inoculées (Feliciano and Gubler, 2001). Bien que la fermeture de vaisseaux par de la tylose 
en réponse à l’infection par P.ch soit aussi documentée (Troccoli et al., 2001), l’efficacité de 
ce mécanisme dans la propagation de l’hyphe de ce champignon reste indéterminée.  
 
D’un point de vue général, l’implication de l’occlusion des vaisseaux comme 
mécanisme de défense (restriction des agents pathogènes dans les vaisseaux, restriction de 
la circulation systémique de toxine) ou comme facteur aggravant (diminution de la 
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conductance hydraulique du xylème) n’a pas été déterminée pour les champignons associés 
à l’esca, au BDA ou à l’Eutypiose. 
 
3.2.2. Formation d’une zone de réaction 
 
La zone de réaction peut être définie comme « une zone de réponse active de l’hôte 
à une interface dynamique entre le bois vivant et le bois colonisé par l’agent pathogène » 
(Yamada, 2001). Toutefois, la formation d’une zone de réaction est une réponse non 
spécifique chez les plantes ligneuses, et apparait donc en réponse à une blessure ou à une 
infection (Yamada, 2001). L’accumulation de composés antifongiques (e. g. : catéchine, acide 
gallique, phytoalexine) au niveau de la zone de réaction est le facteur le plus important de ce 
mécanisme de défense (Yamada, 2001). Toutefois, cette barrière ne représente pas 
nécessairement une structure infranchissable par les agents pathogènes à long terme, ces 
derniers pouvant convertir les composés inhibiteurs synthétisés par l’hôte (Pearce, 1991). 
Comme nous l’avons vu précédemment, les champignons associés au syndrome de l’esca, en 
particulier P.al et P.ch, sont capables de convertir de tels composés (Bruno and Sparapano, 
2007b). Quand une zone de barrière est franchie, un volume de bois sain contigu est 
colonisé. Cette colonisation des tissus sains n’induit pas d’expression visible des défenses de 
l’hôte, jusqu’à qu’une nouvelle zone de réaction soit établie (Pearce, 1991). La zone de 
réaction ne semble donc pas être une structure dynamique. Les reliques de ces zones de 
réaction mises en place successivement apparaissent alors sous la forme de structures 
discontinues dans le bois (Pearce, 1991). 
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3.2.3. Formation d’une zone de barrière 
 
Figure 4: Compartimentation des microorganismes dans le bois. A gauche, les quatre murs 
composant le modèle CODIT (1 à 4) sont représentés (voir texte). A droite, une coupe 
transversale dans une branche de tilleul contenant une zone de barrière (flèche courte) et 
une zone de réaction (flèche longue). D’après (Schwarze, 2007). 
 
Une autre étape de la compartimentation nécessite la mise en place d’une zone de 
barrière par le cambium vasculaire après la blessure (Shigo, 1985). Cette zone de barrière 
tend à limiter le développement des agents pathogènes du bois préexistant vers le nouveau 
bois formé. La zone de barrière en réponse à la blessure diffère sur le plan anatomique et 
physiologique du xylème dit « normal » (Frankenstein, Schmitt, and Kock, 2006). Chez le 
peuplier, un épaississement ainsi qu’une modification de la composition des parois 
(modification du ratio guaiacyle/syringyle) des cellules formant cette zone est observé. Chez 
la vigne, la mise en place de cette zone de barrière n’a pas encore fait l’objet de travaux 
publiés. 
 
Bien que les symptomatologies générales associées aux différents agents pathogènes 
étudiés dans le bois de vigne soient maintenant communément reconnues (Fig. 3), aucune 
étude n’a visé à caractériser la mise en place des mécanismes de compartimentation sur le 
plan histologique, ainsi que leurs efficacités respectives dans la restriction de ces différents 
agents pathogènes (esca, BDA et Eutypiose). Au vu des différences existant entre les 
pathosystèmes fongiques du bois de vigne (esca : décoloration centrale, ponctuation 
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concentrique, BDA/Eutypiose : nécrose sectorielle), les efficacités respectives des différentes 
barrières physiques et chimiques vis-à-vis des différents agents pathogènes étudiés, tout 
comme les stratégies mises en place par ces derniers pour les contourner, doivent 
profondément différer.   
 
3.2.4. Réponses anatomiques de l’écorce { la blessure 
 
Au niveau de blessures infligées en profondeur dans le xylème, la zone de cellule 
cambiale située à la périphérie produit un amas de cellules parenchymateuses 
indifférenciées (Biggs, Merrill, and Davis, 1984). Au fur et à mesure que le cal s’étend et 
recouvre la plaie, un périderme se développe sous sa surface, et un nouveau cambium 
vasculaire se forme plus en profondeur (Larson, 1994). Les éléments du xylème et du 
phloème produits par ce cambium vasculaire régénéré sont souvent d’apparence anormale, 
jusqu’à ce que le cambium devienne plus organisé. La fermeture de la plaie est considérée 
comme terminée quand la continuité du cambium vasculaire est restaurée (Armstrong et al., 
1981). 
 
4. Les méthodes de diagnostics des champignons associés 
4.1. Méthode microbiologique 
 
La méthode de diagnostic classiquement utilisée consiste à isoler les microorganismes de 
fragments de bois sur un milieu semi-sélectif. Les milieux couramment utilisés dans le cas 
des maladies du bois sont les milieux PDA (Potato Dextrose Agar), MEA (Malt Extract Agar) et 
OA (Oatmeal Agar). Ces milieux sont amandés d’un ou plusieurs antibiotiques à spectre 
antibactérien large. Les cultures sont ensuite inspectées, et les espèces identifiées sur des 
caractères morphologiques et/ou moléculaires. Cette méthode est généralement considérée 
comme laborieuse, elle nécessite une expertise particulière dans la détermination des 
caractères phénotypiques des champignons, et ne permet l’établissement du diagnostic final 
qu’après plusieurs semaines de culture. Cette méthode est relativement exhaustive, car elle 
permet d’isoler la totalité des espèces cultivables sur un milieu sélectif donné. Néanmoins 
cet avantage constitue aussi une limite de cette méthode. Plusieurs espèces peuvent 
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coexister dans un fragment de bois analysé, or les espèces présentant une faible croissance 
comme P.al et P.ch peuvent être recouvertes par d’autres champignons plus compétitifs et 
invasifs en condition de culture, et de ce fait être masquées à l’analyse (Aroca and Raposo, 
2007). Pour ces raisons, il y a depuis une dizaine d’années une demande croissante en outils 
moléculaires pour la détection de ces microorganismes dans le champ du diagnostic végétal 
(Gramaje and Armengol, 2011). 
 
4.2. Méthodes de biologie moléculaire 
 
La grande majorité des méthodes moléculaires développées à ce jour sont basées sur la 
détection de l’ADN des agents pathogènes dans l’échantillon par la méthode de PCR. Cette 
approche permet de s’affranchir des problèmes précédemment décrits pour la méthode 
biologique, et offre la possibilité de détecter de très faibles quantités de microorganismes. 
 
D’autres méthodes alternatives, non-invasives, basées sur la détection des fractions 
polypeptidiques sécrétées dans la sève par P.ch et E.lata (Octave, Fleurat-Lessard, and 
Roblin, 2009; Fleurat-Lessard et al., 2010), ou basées sur l’expression relative de gènes 
marqueurs de l’infection dans les feuilles de ceps atteints d’Eutypiose, ont été proposées 
(Camps, 2008), et ne seront pas ici plus amplement décrites. 
 
4.2.1. Principe de la technique de PCR 
 
La réaction de polymérisation en chaine (Polymerase Chain Reaction = PCR) fournit 
une méthode ingénieuse afin d’amplifier spécifiquement une séquence d’ADN de façon 
exponentielle in vitro. Cette méthode publiée par Mullins et al., en 1987 (Mullis and Faloona, 
1987), repose sur la succession de cycles d’amplification, ces derniers étant constitués de 
trois étapes essentielles (Fig. 5): 
1-la dénaturation des ADN double brin 
2-l’hybridation de deux oligo-nucléotides (couples d’amorces) sur les brins 
cibles dénaturés 
3-l’extension des amorces par une ADN polymérase thermorésistante 
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Figure 5: Principe de l’amplification PCR. Le graphique représente les différentes étapes 
constituant un cycle PCR. La courbe bleue représente la température du milieu réactionnel 
en fonction des différentes étapes. Les brins d’ADN matrice sont indiqués en rouge. Les 
amorces et les brins nouvellement synthétisés sont représentés en vert. 
 
Le contrôle de ces trois étapes est réalisé par la modification de la température du 
milieu réactionnel (Mullis and Faloona, 1987). Les brins d’ADN nouvellement formés servent 
alors de brins matrices pour les synthèses suivantes, l’amplification étant généralement de 
40 cycles. La spécificité de la méthode dérive des amorces d’oligonucléotides synthétiques 
utilisées, qui s’apparient de manière complémentaire aux brins d’ADN matrices et 
définissent par conséquent les extrémités et la taille des séquences devant être amplifiées. 
Les fragments d’ADN ainsi amplifiés sont alors séparés en fonction de leur masse par 
électrophorèse sur gel, et visualisés à l’aide d’un agent intercalant fluorescent sous lumière 
UV.  
 
La technique de PCR et les applications en ayant dérivé (détection de 
microorganismes, séquençage, cartographie génétique, mutagénèse dirigée) ont permis 
l’avènement de la biologie moléculaire dans les années 90. De nombreuses variantes de 
cette technique existent de nos jours, notamment dans le domaine de la détection de 
microorganismes, et ont généralement eu pour objectif d’améliorer la sensibilité et la 
spécificité des tests.  
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4.2.2. Principe de la technique de PCR en temps réel 
4.2.2.1. Généralités 
  
Au début des années 90, Higuchi et ces collaborateurs ont accompli la première 
démonstration de PCR en temps réel (Higuchi et al., 1992). Ces derniers mettent en place  un 
processus expérimental, grâce auquel ils suivent l’intensité de fluorescence émise par le 
milieu réactionnel (bromure d’éthilium sous illumination UV), celle-ci étant proportionnelle à 
la quantité d’ADN formée à chaque cycle PCR. Par cette approche, ils obtiennent les 
cinétiques d’accumulations des produits, et constatent que le nombre de cycles requis pour 
observer le franchissement d’une valeur de fluorescence seuil est fonction du nombre de 
copies de départ, et ce, dans une gamme de quantification linéaire allant de 108 à 103 copies 
(R2=0,99). Ils décrivent ainsi le principe fondamental de la PCR quantitative en temps réel 
(Real Time quantitative PCR = RT-qPCR) (Higuchi et al., 1993). 
 
Cette méthode permet théoriquement la quantification spécifique d’une séquence 
d’acides nucléiques dans un mélange d’ADN complexe. La démocratisation rapide de cette 
méthode au début des années 2000, notamment pour la détermination de l’expression 
relative de gène, a pu s’accompagner de mauvaises pratiques expérimentales, dues à une 
méconnaissance de cette technique (Bustin et al., 2009). Un exemple en sera donné pour le 
cas du diagnostic RT-qPCR des champignons associés aux maladies du bois de la vigne. Un 
aspect majeur de RT-qPCR est qu’il est possible de déterminer l’efficacité de la réaction PCR, 
soit d’estimer si un doublement du nombre de copies est réalisé à chaque cycle. Cette valeur 
d’efficacité exprimée en pourcents est considérée comme acceptable entre 90 et 105%. Une 
valeur inférieure indique qu’il n’y a pas de doublement du nombre de copies attendu ; et 
une valeur supérieure que la réaction est aspécifique. Les bases mathématiques de la RT-
qPCR sont plus amplement traitées dans le chapitre « Matériels et méthodes ».  
4.2.2.2. Chimies de marquages 
 
De nombreuses chimies de marquages fluorescents sont actuellement disponibles 
pour la RT-qPCR. Elles représentent toutes des solutions techniques différentes qui assurent 
le même principe commun, la mesure du signal émis par une molécule fluorescente (F), ce 
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signal étant fonction de la quantité de produit PCR amplifié (Gasparic et al., 2008). Les 
approches les plus anciennes et les plus communément utilisées sont ici présentées.  
 
4.2.2.2.1. Agents intercalants (e.g. Sybr-Green) 
 
Le Sybr-Green est un agent intercalant, donc la valeur de fluorescence sous excitation 
UV est modifiée lorsqu’il se lie à de l’ADN double-brin (Fig. 6). Il n’est donc pas un marqueur 
spécifique d’une séquence et reflète la masse totale d’ADN double-brin contenue dans le 
milieu réactionnel. L’identité du ou des produits formés peut néanmoins être déterminée 
grâce aux profils de fusions de ces derniers (Ririe, Rasmussen, and Wittwer, 1997).  
 
4.2.2.2.2. Les sondes d’hydrolyses (e.g. Taqman) 
 
Le développement de méthode permettant de relier le signal de fluorescence à 
l’amplification de la cible de manière spécifique a été accompli grâce à l’introduction de 
sonde d’hydrolyse Taqman (Holland et al., 1991). Cette méthode permet la réaction de 
multiplexe, c'est-à-dire la détection spécifique de plusieurs amplicons dans un même milieu 
réactionnel. Cette chimie de marquage repose sur deux principes (Fig. 6). Le premier est le 
phénomène de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert), le second est l’activité 5’-3’ 
exonucléase de la Taq polymérase. La sonde Taqman est marquée à ces deux extrémités 
avec deux marqueurs fluorescents possédant des spectres de fluorescence propres. Le 
premier est un reporter (ex :FAM), le second en « quencher » (molécule inhibant la 
fluorescence du reporter par le phénomène de « quenching ») (ex : TAMRA). Quand la sonde 
est intacte, les deux fluorophores sont à proximité et le transfert d’énergie par fluorescence 
(FRET) s’effectue. La fluorescence émise par FAM est alors absorbée par TAMRA et restituée 
dans la longueur d’onde d’émission de celui-ci. 
 
Pendant la phase d’extension du cycle PCR, la sonde hybridée à sa cible est dégradée 
par l’activité 5’-3’ exonucléase de la Taq polymérase, et les fluorophores sont libérés dans le 
milieu réactionnel. N’étant plus à proximité l’un de l’autre, le transfert d’énergie entre le 
reporter et le quencher n’a plus lieu, ce qui se traduit par l’augmentation de la fluorescence 
dans le spectre propre au reporter FAM (Heid et al., 1996). La spécificité de la réaction est ici 
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assurée premièrement par les amorces, mais aussi par la sonde, celle-ci étant dessinée de 
manière à s’hybrider à un produit de manière sélective. Cette méthode ne nécessite donc 
pas de validation post-amplification, et permet la discrimination de produits multiples par 
l’utilisation de sondes portant des fluorophores différents. Toutefois, le signal de 
fluorescence n’est pas ici strictement relié à la quantité de produits à un instant t, mais à 
l’accumulation successive des produits des sondes hydrolysées à chaque cycle. La méthode 
de quenching utilisée est dynamique (transfert d’énergie à distance, 40-80% d’inhibition du 
signal), et ne permet pas d’inhiber le signal aussi efficacement que d’autres chimies de 
marquage récentes, utilisant des quenchers sombres (non-fluorescent, e.g. Dabcyl) et le 
phénomène de quenching statique (interaction physique entre le fluorophore et le 
quencheur ; 90-95% d’inhibition) (Marras, Kramer, and Tyagi, 2002; Sherrill et al., 2004). 
 
 
Figure 6: Représentation schématique des chimies de marquage RT-qPCR Sybr-Green et 
Taqman. Les chimies sont présentées pendant la phase d’hybridation et en fin d’extension, 
quand le brin complémentaire est synthétisé par l’ADN polymérase (en noir). Les 
molécules reportrices sont colorées en vert et les quenchers en rouge. 
 
Bien que les technologies Sybr-Green et Taqman soient les plus communément 
répendues en 2005 (Bustin and Mueller, 2005), de nouvelle chimies de marquage plus 
performantes et moins onéreuses sont aujourd’hui disponibles et émergent dans le champ 
du diagnostic végétal.  
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4.2.3. Schéma de développement et de validation d’un test RT-qPCR 
pour le diagnostic de microorganismes de plantes 
 
Le développement et l’introduction d’un nouveau système de détection RT-qPCR dans un 
laboratoire pour le diagnostic en routine de maladies des plantes nécessitent plusieurs 
étapes. Cependant, il n’existe pas pour le moment de guide général ou de procédure 
opérationnelle standard pour le développement, la validation et la certification de système 
de détection qPCR pour les agents pathogènes de plantes en Europe. Toutefois des 
recommandations générales pour certaines étapes ont été proposées (López et al., 2006; 
Bustin et al., 2009). Les stades décrits par Hren et al., pour la validation de test RT-qPCR pour 
le diagnostic de microorganismes de vigne sont présentés Figure 7. 
 
L’analyse bioinformatique des séquences déposées dans les banques de données 
publiques est réalisée par alignement, et permet d’identifier les régions spécifiques et non-
variables de la séquence ciblée. Les séquences géniques habituellement utilisées pour le 
dessin d’amorces permettant la détection de champignons par PCR, sont les séquences 
internes transcrites des ADN ribosomiques (ADNr), et plus rarement les séquences partielles 
du gène de la β-tubuline. Pour un test RT-qPCR, on considère que le nombre de copies de la 
séquence cible, et donc du gène, reflète le nombre de génomes des microorganismes ciblés. 
Les ADN ribosomiques sont des gènes répétés en grand nombre de copies (plus d’une 
centaine de fois), ils permettent donc la détection de très faibles quantités d’un 
microorganisme par une approche PCR. Cependant, le nombre de copies des ADNr varie 
entre espèces (Ganley and Kobayashi, 2007), et est aussi susceptible de varier en fonction de 
l’âge et du stage de croissance des microorganismes (Sinclair and Guarente, 1997). Le choix 
d’un gène nucléaire en copie unique, comme celui de la β-tubuline, parait donc ici être une 
solution plus adaptée pour un test quantitatif (Atallah et al., 2007).  
 
La conception d’amorces et de sondes doit suivre les recommandations usuelles (boucle, 
épingle, dimère, température d’hybridation, séquences répétées, ratio en Guanine-Cytosine) 
(Bustin et al., 2009). L’utilisation d’amorces dont les séquences sont inappropriées peut 
engendrer certains phénomènes problématiques, tels que la formation d’homo- et d’hétéro-
dimères, ainsi que le repliement de l’amorce sur elle-même. Ces phénomènes concourent à 
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l’apparition de produits d’amplification aspécifiques et à une diminution de la molarité des 
amorces disponibles dans le milieu réactionnel. Ils engendrent donc une diminution des 
performances des réactions (efficacité, limite de détection), mais peuvent néanmoins être 
prédits in silico, grâce à des logiciels de conception d’amorces (Bustin et al., 2009).  
 
 
Figure 7 : Diagramme représentant les étapes nécessaires à la conception et à la validation 
d’une méthode de diagnostic RT-qPCR pour la détection de microorganismes de plantes. 
Adapté de (Hren et al., 2010). 
 
La détermination de la gamme de quantification et de l’efficacité de la réaction est 
généralement réalisée sur une gamme artificielle de produits PCR,  de vecteurs contenant la 
séquence cible, ou d’ADN génomiques. Un système PCR est théoriquement capable de 
détecter une copie. Néanmoins trois reproductions techniques consécutives ne peuvent 
statistiquement être accomplies avec une probabilité de 95% que si la solution de matrice a 
une molarité de 3 molécules par volume analysé (Bustin et al., 2009). Pour cette raison, la 
limite de détection est déterminée comme la quantité d’ADN minimum nécessaire pour 
reproduire trois amplifications de manière consécutive. 
La spécificité de la réaction est généralement évaluée sur souches connues et plantes 
inoculées. La comparaison de la méthode RT-qPCR avec une méthode de référence sur des 
échantillons de terrain, afin d’en déterminer la spécificité et la sensibilité doit être réalisée 
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pour attester de l’apport de la méthode pour l’établissement d’un diagnostic (Hren et al., 
2010). Il est nécessaire de distinguer la spécificité de la réaction PCR de la spécificité du 
diagnostic final. La spécificité de la réaction est sa capacité à amplifier une séquence cible de 
façon exclusive. La spécificité du diagnostic est le pourcentage de vrais négatifs (individu 
identifié positif mais n’exprimant pas la maladie), et la sensibilité le pourcentage de vrais 
positifs (individu identifié positif et exprimant la maladie). Le calcul de ces valeurs doit donc 
nécessairement être établi par rapport à un phénotype (expression de symptôme) ou par 
rapport à une méthode de référence préexistante (Hren et al., 2010). 
4.2.4. Les méthodes de détection PCR des champignons associés 
aux maladies du bois de la vigne       
 
Différents systèmes PCR (classique, PCR nichée (nested-PCR), PCR en temps réel, PCR 
quantitative en temps réel) ont été proposés pour la détection et l’identification des agents 
pathogènes associés à l’esca, au BDA et à l’eutypiose, dans le matériel végétal et son 
environnement. La majorité des systèmes développés cible les séquences des ITS (internal 
transcribed spacer = « espace interne transcription ») des ADNr nucléaires, et plus rarement 
les gènes de β-tubuline et d’actine. 
 
Parmi les différents champignons associés aux maladies du bois de la vigne, 
P.chlamydospora est celui pour lequel la plus grande variété de techniques PCR a été 
développée et appliquée sur le terrain  (Tab. 3). Les premiers couples d’amorces permettant 
la détection PCR de P.ch et P.al (Pch1 / Pch2 et PalN / PalR) ont été publiés par Tegli et al. en 
2000, et ciblent les ADNr (Tegli, Bertelli, and Surico, 2000). A cette époque l’utilisation de la 
méthode pour la détection de ces champignons dans la plante restait problématique et fut 
accomplie deux ans plus tard (Tegli, Bertelli, and Surico, 2000; Ridgway, Sleight, and Stewart, 
2002). L’amélioration de la sensibilité du test développé par Tegli et ses collaborateurs ainsi 
que son application pour la détection de P.ch dans l’environnement des plants en pépinière 
(sciure de stratification, sol, bain d’hydratation) et au vignoble ont ensuite été entreprises 
(tableau 3). La sensibilité du test est passée de 10pg à 10fg, soit une amélioration de la 
sensibilité d’un facteur 1000 en 5 ans. Retief et al. reportent que la fréquence de détection 
de P.ch par la méthode de PCR est supérieure à celle observée par isolement 
microbiologique (Retief, McLeod, and Fourie, 2006). Toutefois, la sensibilité de la méthode 
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et la persistance de l’ADN après la mort du microorganisme font que la PCR qualitative ne 
semble pas être un outil adapté pour apprécier l’efficacité d’une solution curative comme 
l’assainissement thermique (Retief et al., 2005).  
 
Le développement d’un système basé sur la technologie de PCR en temps réel Sybr-
Green apparait en 2004 sans pour autant exploiter l’aspect quantitatif de la technique 
(Overton et al., 2004). Le premier pas vers la quantification est réalisé en 2007 (Edwards et 
al., 2007). L’utilisation de tests en technologie Sybr-Green et Taqman, ciblant les ITS de P.ch, 
a permis à ces auteurs la réalisation d’une calibration en nombre de conidies, et ainsi d’en 
déduire leurs quantités dans des eaux prélevées à différentes étapes du procédé de 
fabrication des plants en pépinière viticole. Cependant, les efficacités PCR relatées par les 
auteurs pour ces tests (120% à 160%) peuvent être aujourd’hui considérées comme 
inappropriées pour un test RT-qPCR. L’identification de quatre espèces du genre 
Phaeoacremonium peut aussi être réalisée par l’utilisation de sondes Taqman, et cela en 
multiplexe (Aroca, Raposo, and Lunello, 2008). Bien que cette approche permette la 
détection et l’identification de ces espèces dans les plants par une méthode de PCR en 
temps réel, son caractère quantitatif n’est pas démontré par le biais de courbes de 
calibration standard, et ne semble pas adaptée pour une quantification simultanée de ces 
agents (Aroca, Raposo, and Lunello, 2008).  
 
Pour les espèces du genre Botryosphaeria, jusqu’en 2009, le diagnostic sur vigne avait 
été réalisé par isolement microbiologique (Romanazzi et al., 2009). L’identification des 
espèces par leurs caractères anamorphiques étant complexe, des outils de biologie 
moléculaire permettant cette identification (finger-printing, profil de restriction et SSCP des 
ADNr) ont été proposés (Alvez et al., 2005, 2007; Spagnolo et al., 2011). Le développement 
d’une méthode nested-PCR pour la détection du complexe N.pv / N.ribis, ainsi que pour celle 
des Botryosphaeriaceae au sens large in planta a été récemment publiée (Spagnolo et al., 
2011). Ces couples d’amorces ciblent la région 5,8S des ADNr et permettent la détection de 
10fg d’ADN génomique. 
 
Pour le diagnostic moléculaire d’E.lata, les premiers travaux ont été initiés il y a dix ans 
(Lecomte et al., 2000). La méthode développée par Lecomte et al. cible les ADNr et permet 
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la détection d’E.lata in planta par l’analyse d’une fine lamelle prélevée au niveau du bois 
nécrosé. Six ans plus tard, la réalisation d’une étude phylogénétique permet d’établir une 
définition plus précise d’E.lata, sur le plan phénotypique et moléculaire (Rolshausen et al., 
2006). De nouveaux couples d’amorces, détectant spécifiquement les ADNr de E.lata et 
Eutypella vitis selon la définition proposée par Rolshausen et al., sont publiés un an plus tard 
(Catal et al., 2007). La limite de détection de ces amorces dans un test nested-PCR est de 
0,3fg d’ADN fongique. 
Tableau 3: Récapitulatif des différentes publications portant sur la détection de P.ch et P.al 
par PCR.    
Technologie Espèces Amorces 
Séquences 
cibles 
Limite de 
détection 
Analyse Publication 
PCR P.ch, P.al 
Pch1 / Pch2 
Pal1N / Pal2 
ITS 10pg Culture 
(Tegli, Bertelli, 
and Surico, 
2000) 
PCR P.ch Pch1 / Pch2 ITS 1pg 
Plante 
(pépinière) 
(Ridgway, 
Sleight, and 
Stewart, 2002) 
nested PCR P.ch Pch1 / Pch2 ITS 50fg 
Sol 
(pépinière) 
(Whiteman et 
al., 2002) 
RT-PCR 
Sybr-Green 
P.ch 
Pheaocremonium 
spp. 
Pmo1r /Pmo2f  
Pac1f / Pac2r 
ITS 
Moins 
d’une 
conidie 
Plante 
(vignoble) 
(Overton et al., 
2004) 
PCR P.ch Pch1 / Pch2 ITS 1pg 
Plante 
(pépinière) 
(Retief et al., 
2005) 
nested PCR P.ch 
MONO1475 / 
MONO1962 
moxY 
homologue 
50fg Culture 
 (Ridgway et 
al., 2005) 
one tube  
nested PCR 
P.ch Pch1 / Pch2 ITS 1fg-10fg 
sol, eau, 
substrat, 
plante 
(Retief, 
McLeod, and 
Fourie, 2006) 
PCR 
Phaeoacremonium 
spp. 
Cf. publication 
Β-tubuline 
actine 
ND Culture 
(Mostert, 
2006) 
nested PCR 
Phaeoacremonium 
spp. 
Cf. publication Β-tubuline ND Plante 
(Aroca and 
Raposo, 2007) 
PCR 
 nested PCR  
RT-qPCR 
Sybr-Green 
RT-qPCR 
Taqman 
P.ch 
P.ch1 /Pch2 
Pmo1f / 
Pmo2r 
PhaeoFTQ 
/pheaoRTQ / 
PhaeoTQprobe 
ITS 
Moins 
d’une 
conidie 
eau 
(pépinière) 
(Edwards et 
al., 2007) 
RT-PCR 
Taqman 
Phaeoacremonium 
spp. 
Cf. publication Β-tubuline 1fg Plante 
(Aroca, 
Raposo, and 
Lunello, 2008)  
dotblot 
nested PCR 
P.ch Pch1 / Pch2 ITS 100fg Plante 
(Martos et al., 
2011)  
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5. Objectifs du travail de thèse 
5.1. Contexte 
 
Les maladies du bois de la vigne sont particulièrement préjudiciables à la profession 
vitivinicole, et constituent une problématique biologique complexe. Les symptômes externes 
associés à ces maladies n’apparaissent qu’après plusieurs années d’incubation, et se 
manifestent de manière aléatoire. Face à ces maladies, la profession ne dispose 
actuellement pas de méthode curative au vignoble. L’absence de méthode permettant de 
reproduire les symptômes foliaires d’esca et de BDA rend l’étude de ces maladies 
problématique en laboratoire. Des solutions préventives émergent afin de contrôler la 
dissémination des agents pathogènes associés à ces maladies en pépinière et au vignoble. 
Toutefois les méthodes analytiques disponibles sont uniquement qualitatives, et ne 
permettent donc pas d’évaluer le niveau de colonisation des tissus ligneux par ces 
champignons dans diverses conditions.  
 
5.2. Objectifs du travail de thèse 
 
Dans ce contexte, le développement d’un outil de détection rapide, sensible, et 
permettant de déterminer le niveau de colonisation de ces agents pathogènes dans le bois 
semble être une approche adaptée et nécessaire. Cet outil permettra de traquer ces 
champignons dans les plants en condition de terrain avant l’expression des maladies, et ainsi 
évaluer l’efficacité de solutions préventives adaptées à court terme. 
  
La partie centrale et originale de ce travail de thèse consiste aux développements de 
tests RT-qPCR vis-à-vis de cinq champignons ascomycètes associés aux maladies du bois de 
la vigne. L’objectif final est que la méthodologie développée permette la détection et la 
quantification de ces agents dans le matériel végétal, en condition expérimentale et en 
condition de terrain.  
 
Une autre volonté est d’apporter, en partie grâce à cet outil, de nouveaux éléments sur 
la nature de ces pathosystèmes. Les agents pathogènes associés aux trois principales 
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maladies du bois de la vigne coexistant fréquemment sur la même plante au vignoble, de 
nombreuses questions scientifiques se posent quand à la nature de leurs interactions in 
planta. Au vu des différences métaboliques observées entre P.al et P.ch, les deux principaux 
champignons responsables de la trachéomycose associée au syndrome de l’esca, une 
coopération de ces deux agents pathogènes in planta a été proposée, sans pour autant avoir 
pu être validée. La seconde partie de ce travail de thèse consiste donc à caractériser la 
nature de cette interaction in planta. 
 
5.3. Stratégie expérimentale  
 
En premier lieu, une étude bibliographique est réalisée afin de déterminer les 
considérations pratiques spécifiques à notre étude. Une stratégie sera alors déterminée et 
suivie pour les cinq espèces fongiques, P.al, P.ch, D.se, N.pv et E.lata, associés aux trois 
principales maladies du bois de la vigne, l’esca, le BDA et l’Eutypiose. Des couples d’amorces 
seront dessinés sur un gène nucléaire en copie unique (β-tubuline) et seront évalués pour 
leur utilisation en RT-qPCR en technologie Plexor. La validation technique ainsi que 
l’évaluation des performances des tests devront être entrepris expérimentalement, sur 
fragments PCR, sur ADN extrait de souches fongiques pures et sur ADN extrait du bois de 
boutures de vigne inoculées. La méthode d’extraction d’acide nucléique utilisée sur bois de 
vigne devra être évaluée pour la présence d’inhibiteur PCR.   
 
Des tests multiplexes permettant la détection et la quantification de champignons 
associés à l’esca et au BDA seront évalués sur jeunes plants issus de pépinière viticole. Des 
zones anatomiques constituant des sites d’infection potentiels (soudure et talon), seront 
alors utilisées. 
 
Afin d’étudier les effets de l’infection par les deux principaux champignons pionniers 
associés à l’esca, ainsi que l’effet de la co-infection sur la plante et les champignons eux-
mêmes, les niveaux de colonisation respectifs de ces deux champignons devront être 
comparés. Une analyse histologique permettra de mettre en relation la méthode RT-qPCR 
avec des observations phénotypiques à l’échelle tissulaire dans le bois.
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Chapitre II – Matériels et méthodes 
1. Matériels biologiques et conditions de culture 
1.1. Matériel fongique 
1.1.1. Origines des souches 
 
Différents genres, espèces et isolats ont été utilisés dans ce travail de thèse et sont 
présentés tableau  4. Les souches proviennent de deux collections. Le CBS  (Centraalbureau 
voor Schimmelcultures, P.O. Box 85167, 3508 AD Utrecht, The Nertherlands) est l’une des 
banques de champignons filamenteux les plus vastes au monde, et a pour mission la 
conservation et la distribution des souches caractérisées sur le plan phénotypique et 
moléculaire. L'UMR 1065-SV de l’INRA (Institut National de la Recherche Agronomique 
Bordeaux-Aquitaine, B.P. 81, 33883 Villenave d'Ornon Cedex, France) travaille sur la 
thématique depuis plus de vingt ans, et possède une collection de souches fongiques isolées 
issues de différentes régions viticoles françaises. Des souches de cette collection nous ont 
été gracieusement fournies par Pascal Lecomte et Gwénaëlle Comont.  
 
Tableau 4: Isolats utilisés dans cette étude. 
Espèce Isolats Pays Hôte 
Numéro 
d’accession 
GenBank 
Localisation 
Eutypa lata CBS 208.87 Suisse Tilia sp DQ006969 CBS 
 
El8D France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
El C18BC France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
El 171.5 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
El CO12 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
El SO5 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
El 42.2 France Vitis vinifera 
 
INRA 
Eutypa lata CBS 289.87 France Cratageus sp DQ006973 CBS 
Eutypa leptoplaca CBS 286.87 France Arundo donax DQ006963 CBS 
Eutypa lata var. 
aceri 
CBS 290.87 Suisse Acer pseudolatanus DQ006965 CBS 
Diatrype flavovirens CBS 272.87 France Quercus ilex DQ006959 CBS 
Phaeomoniella 
chlamydospora 
CBS 239.74 USA Vitis vinifera 
 
CBS 
 
PCLR142 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
PCLR01 France Vitis vinifera 
 
INRA 
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Phaeomoniella 
chlamydospora 
PCLR135 France Vitis Vinifera 
 
INRA 
 
PP1CO6 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
PCLR38 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
PCLR29 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
PP1AL10 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
PP1CO7 France Vitis vinifera 
 
INRA 
Phaeoacremonium 
aleophilum 
CBS100398 Italie Vitis vinifera AF246806 CBS 
 
PP2 CO46 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
PP2 AL10 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
PP2 CO43 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
PP2 CO18 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
PP2 F87.2 France Vitis vinifera 
 
INRA 
Phaeoacremonium 
iranianium 
CBS101357 Italie Actinidia chinensis DQ173097 CBS 
Phaeoacremonium 
viticola 
CBS101738 France Vitis vinifera 
 
CBS 
Phaeoacremonium 
inflatipes 
CBS101585 USA Vitis vinifera 
 
CBS 
Pheaoacremonium 
scolytii 
CBS113593 France Vitis vinifera AY579293 CBS 
Pheaoacremonium 
parasiticum 
CBS113585 
Afrique du 
Sud 
Vitis vinifera AY579307 CBS 
Neofusicoccum 
parvum 
CBS110301 Portugal Vitis Vinifera EU673095 CBS 
 
Bd F00-14 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
Bd F00-21 France Vitis vinifera 
 
INRA 
Diplodia seriata CBS119049 Italie Vitis Vinifera DQ458857 CBS 
 
Bo F99.1 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
Bo F98.1 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
Bo F99.7 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
Bd 35 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
Bo F00-7 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
Bo2 France Vitis vinifera 
 
INRA 
 
Bo F00-18 France Vitis vinifera 
 
INRA 
Fusicoccum aesculi CBS110302 Portugal Vitis vinifera EU673106 CBS 
Diplodia mutila CBS112553 Portugal Vitis vinifera DQ458850 CBS 
Neofusicoccum 
australis 
CBS119046 Portugal Rubus Sp 
 
CBS 
Neofusicoccum 
luteum 
CBS110299 Portugal Vitis vinifera DQ458848 CBS 
Neofusicoccum 
eucalptorum 
CBS115791 
Afrique du 
Sud 
Eucalyptus grandis AY236920 CBS 
Toute information concernant les isolats en provenance du CBS sont disponibles à partir 
du site internet http://www.cbs.knaw.nl/.  
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1.1.2. Conditions de culture  
 
Les souches ont été cultivées sur boîtes de Pétri contenant un milieu Potato-Dextrose-
Agar (MERCK, Allemagne, Cat. No. 1-10130-0500) dans l’obscurité à 26°C. Les cultures en 
provenance du CBS et de l’INRA de Bordeaux ont été respectivement reprises de cellules 
lyophilisées et de culture à 4°C. Les cultures d’intérêts ont ensuite été ensemencées au 
centre de la boîte de Pétri par un fragment d’agar (approximativement 3mm/3mm) prélevé 
sur le front de croissance des cultures régénérées. Deux types de contaminations (acarien et 
Trichoderma sp.) ont été observés, et se sont propagés aux cultures de la collection établie 
début 2010. Aucune solution (sellage des boites au parafilm, repiquage sélectif) n’a permis 
de purifier les cultures contaminées, et ni d’empêcher l’extension de ces contaminations à 
d’autres cultures. Afin d’enrayer le phénomène, les cultures contaminées ont été détruites 
et les incubateurs ont été désinfectés. Cet épisode a conduit à la perte de la grande majorité 
des souches alors acquises, et à une nouvelle collecte de ces souches auprès des organismes 
précédemment cités. Aucune contamination de ces nouvelles cultures n’a alors pu être 
constatée. 
1.2. Matériel végétal 
1.1.1. Obtention de boutures de Vitis vinifera cv. Cabernet 
Sauvignon 
 
Des sarments aoutés ont été prélevés dans une vigne mère (Vitis vinifera CV. Cabernet 
Sauvignon, clone 15) après vernalisation et gardés en chambre froide à 4°C jusqu’à 
utilisation (maximum trois mois). Les sarments ont été découpés (avec un sécateur 
régulièrement désinfecté à l’éthanol 70%) de manière à obtenir des fragments présentant 
un bourgeon à chaque extrémité (boutures à deux yeux). Les fragments présentant des 
blessures, des déformations au niveau de l’écorce, et des décolorations dans le bois 
(ponctuation noire, décoloration blanche) ont été rejetés. Les fragments ont été rincés à 
l’eau vive et mis à tremper 12 heures dans de l’eau dé-ionisée à température ambiante. Les 
boutures ont alors été placées dans des bacs en plastique (50cm sur 30cm), plantées sur 5cm 
de profondeur dans de la laine de roche humide et recouverte d’un film plastique. Les 
boutures ont été forcées à 28°C avec une photopériode de 16 heures jours / 8 heures nuits, 
jusqu’au débourrement et à l’apparition de cals et de racines au niveau du talon (environ 15) 
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et mises en pot (Fig. 8). Les boutures ayant débourré et présentant des jeunes racines ont 
été sélectionnées et plantées en pot dans un mélange de terreau universel, de sable, et de 
perlite à volume égal (1 :1 :1). Les plantes ont été traitées deux fois (débourrement et 2 
semaines post-débourrement) par pulvérisation avec une solution contenant du sulfate de 
cuivre et du soufre afin de prévenir l’apparition de maladies fongiques foliaires. 
 
  
Figure 8: Boutures de Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon utilisées dans ces travaux de 
thèse. (A) Boutures après débourrement (15 jours de forçage). (B) Type de boutures 
sélectionnées à 15 jours pour être plantés. (C) Développement de racines au niveau du 
talon.  
 
1.1.2. Conditions de culture 
1.1.2.1. Conditions de culture en serre 
 
Les plants ont été mis en pot (15 cm de diamètre sur 20 cm de profondeur), placés en 
serre non tempérée entre juin et juillet 2010 et arrosés 3 fois par semaines sans apport 
d’engrais.  
1.1.2.2. Conditions de culture en chambre 
 
Après débourrement, les plants ont été mis en pot (7 x 7 x 10) et placés dans une 
chambre de culture (Mylar Box) équipée de 4 néons de 50W/m2, d’une ventilation et d’un 
système de brumisation (réglé pour se déclencher lorsque l’hygrométrie est inférieure à 
60%). Les plants ont été cultivés à température ambiante avec une photopériode de 16 
heures jours / 8 heures nuits, et arrosés 3 fois par semaine jusqu’à analyse. Ces conditions 
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expérimentales ont été utilisées pour la détermination des interactions entre 
microorganismes in planta. 
1.1.3. Plants greffés-soudés en provenance de pépinière viticole 
 
 
Figure 9 : Photographie d’un plant issu de pépinière viticole avant commercialisation.  
 
La pépinière viticole auprès de laquelle nous nous sommes procuré les plants avait déjà 
collaboré sur des projets visant à identifier les sources de contamination pour ces 
champignons (programme ITV). Nous disposions donc de résultats microbiologiques par 
niveaux de plants issus de cette pépinière viticole en 2005-2006, et avions ainsi connaissance 
de tendances probables sur les taux de contamination des plants analysés. Deux zones 
anatomiques distinctes, la soudure et le talon (Fig. 9), ont été choisies pour réaliser ces 
essais. Des fréquences d’isolement différentes y avaient été décrites pour les quatre espèces 
ciblées, et elles possèdent aussi potentiellement des populations microbiologiques 
distinctes, le talon pouvant être colonisé par divers microbes du sol. De plus, ces zones 
représentent deux plaies majeures consécutives à la fabrication des plants de vigne greffés-
soudés, et donc deux sites d’infection potentielle. 50 plants d’un an (Cabernet sauvignon 
(clone 15)) greffés sur porte-greffe Richter 110 (Vitis berlandieri X Vitis rupestris), ont été 
utilisés pour l’évaluation de la méthode sur cas de terrain.  
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2. Inoculation et échantillonnage du bois de boutures 
 
Deux méthodes différentes d’inoculation et d’échantillonnage ont été utilisées pendant 
ce travail de thèse dans le but d’atteindre des objectifs spécifiques. Le premier est la 
validation de la méthode RT-qPCR sur bois de vigne infecté expérimentalement. Le second 
est la détermination de l’interaction P.al / P.ch in planta. 
 
2.1. Validation expérimentale de la méthode RT-qPCR 
sur plante 
2.1.1. Inoculation 
 
L’inoculation par plug (morceau de mycélium issu d’une culture fongique sur milieu 
solide) a été utilisée pour la validation expérimentale de la méthode RT-qPCR car elle ne 
nécessite pas la production de propagule, et est donc applicable sur une large gamme de 
champignons, en l’occurrence P.ch, P.al, D.se, N.pv et E.lata (Laveau et al., 2009; Luque et 
al., 2009). Avant forçage, un trou de 3mm de diamètre a été réalisé dans le sarment à 40 mm 
du bourgeon apical à l’aide d’un foret préalablement stérilisé à la flamme, refroidi à 
l’éthanol 70%, et séché à l’air libre quelques secondes. Un disque d’agar colonisé (milieu 
PDA) de même diamètre, prélevé sur le front de croissance de cultures de 15 jours a été 
introduit dans la blessure et le tout a été recouvert de parafilm. Les boutures ont été forcées 
comme décrit précédemment et placées en serre pendant la période estivale (juin-juillet) 
2010. 
 
2.1.2. Plan expérimental 
 
Cinq plants de chaque lot ont été prélevés 8 semaines post-inoculation et utilisés 
pour les essais en RT-qPCR. Une rondelle de 10mm d’épaisseur a été prélevée 5mm au 
dessus de la bordure supérieure du site d’inoculation, avec un sécateur préalablement passé 
à la flamme. L’écorce a été retirée à l’aide d’un scalpel stérile et les échantillons (xylème et 
moelle) ont été placés à -80°C jusqu’à analyse. 
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2.2. Etude de l’interaction P.al / P.ch 
2.2.1. Inoculation 
 
Quinze jours après plantation en chambre de culture, la surface des troncs a été 
désinfectée à l’éthanol 70% et un trou de 3mm de diamètre a été réalisé dans le tronc à 40 
mm au dessous de la tige à l’aide d’un foret préalablement stérilisé à la flamme. 50µl d’une 
solution de 20 000 spores par ml (1000 spores) ont été déposés en une fois dans la plaie. La 
plaie a été recouverte de parafilm lorsque la  goutte avait été totalement absorbée par les 
tissus blessés. 
2.2.2. Plan expérimental  
 
  Quatre modalités ont été réalisées dans cet essai, le contrôle (tampon phosphate 
10mM, pH=7), et les inoculations avec P.ch, P.al et P.ch+P.al. Trois points cinétiques ont été 
réalisés pour chaque modalité ; 2, 4 et 6 semaines post-inoculation. Afin de suivre la 
colonisation précoce de ces champignons dans le bois, la rondelle constituant le centimètre 
supérieur et inférieur au site d’inoculation (2 centimètres au total) a été prélevée à l’aide 
d’un scalpel stérilisé à la flamme, et placée à -80°C en vue de sa lyophilisation et de son 
analyse en RT-qPCR. Les résultats présentés sont les moyens des résultats obtenus dans trois 
répétitions biologiques de trois plantes, soit 96 plantes au total. 32 plants supplémentaires 
des mêmes lots ont été prélevés à six semaines pour une analyse histologique. 
 
3. Techniques de biologie moléculaire 
3.1. Extraction et dosage d’acide nucléique 
3.1.1. Extraction d’ADN fongique 
 
Approximativement 100mg de mycélium ont été prélevés de cultures âgées de 2 à 4 
semaines à l’aide d’un scalpel stérile et placés dans un tube eppendorf 1,5 ml stérile dans la 
glace. Le mycélium a été broyé à l’aide de micropylons (autoclavés) et les ADNs totaux ont 
été extraits à l’aide du kit commercial « DNeasy plant mini Kit (QIAGEN, Cat. No. 69104), 
selon le protocole du fournisseur. Les ADN des espèces cibles ont été extraits de manière 
isolée afin d’exclure les contaminations croisées à cette étape. 
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3.1.2. Extraction et purification des ADN totaux du bois de vigne  
 
Les échantillons ont été déshydratés par lyophilisation pendant 24 heures et placés 
dans des bols de  broyage 35ml (Retsch, ref: 01.462.0214) contenant une bille en tungstène 
de 20mm de diamètre. Le broyage a été réalisé à l’aide d’un broyeur Retsch MM300 (2x 45 
secondes, 25 oscillations per seconde) à température ambiante. 
 
 Cent mg de poudre ont été pesés, déposés dans un tube eppendorf 2ml stérile et 
incubés 60 minutes dans 1ml de tampon d’extraction stérile à 65°C. Le tampon d’extraction 
utilisé est adapté du tampon développé par Doyle et Doyle pour l’extraction d’acide 
nucléique de plantes (Doyle and Doyle, 1987), et contient 100mM de Tris-HCl ; 20mM EDTA ; 
1,4M NaCl ; 2% CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide, Sigma, H9151) ; 2% PVPP 
(poly(vinylpolypyrrolidone, Sigma, P6755) ; 0,5% v/v β-mercapto-ethanol ; 0,4% v/v du 
solution de RNase A (fournit dans le kit « Dneasy plant mini kit QIAGEN », Cat. No. 69104). 
Après incubation les tubes ont été centrifugés brièvement (15 secondes à 2000g) et 500µl 
d’une solution de chloroforme/alcool isoamylique ont été ajoutés au mélange, 
homogénéisés par renversement des tubes et incubés 5min dans la glace. Le mélange a 
ensuite été centrifugé 10 minutes à 2300g à 4°C afin de différencier trois phases : La solution 
de chloroforme ayant mobilisé les composés hydrophobes, surmontée d’un disque 
blanchâtre contenant le CTAB, le PVPP et les composés complexés par ces deux derniers, 
ainsi qu’une fraction des protéines et les débris végétaux. Les molécules d’intérêts (ADN), 
hydrophile, sont mobilisées dans le surnageant (phase aqueuse =) qui apparait translucide à 
la fin de cette étape.  
 
400µl de surnageant ont alors été prélevés sans reprendre de débris et mélangés à 
130µl du tampon AP2 et incuber 5 minutes dans de la glace. Les étapes supplémentaires ont 
été réalisées à l’aide du matériel fournit avec le kit Dneasy, afin de purifier et concentrer 
l’ADN extrait à cette étape. Le tout (530µl) a été introduit dans une mini colonne 
QIAshredder et centrifugé 2 minutes à 18 000g. 500µl de la fraction filtrée ont été transférés 
dans une tube propre et mélangés à 800µl de tampon AP3 par pipetage. Le mélange a 
ensuite été passé en deux fois (600µl) sur colonne DNeasy. Un passage consiste en l’ajout de 
600µl de mélange sur la colonne, une minute de centrifugation à 6000g, et l’élimination de 
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la fraction filtrée. Les colonnes DNeasy possèdent une membrane en silice qui a une forte 
affinité avec l’ADN dans les conditions physico-chimiques du tampon AP3 (concentrations en 
sels chaotropiques et en éthanol élevées). Cette affinité est plus forte pour l’ADN que pour 
d’autres composés, tels que les polysaccharides, les protéines et les polyphénols et permet 
donc l’élimination de ces dernières par deux étapes de lavage de la membrane. Ces étapes 
consistent en l’ajout de 500µl de tampon de lavage (acide acétique, éthanol et autres 
composés en concentrations non mentionnées) sur la colonne, suivies de 5 minutes 
d’incubation à température ambiante, d’une minute de centrifugation à 6000g, et 
l’élimination de la fraction filtrée. Une minute de centrifugation additionnelle à 18 000g a 
été réalisée pour le second lavage. La colonne a été transférée dans un tube propre, 50 µl de 
tampon d’élution ont été déposés sur la membrane de la colonne DNeasy. Après cinq 
minutes d’incubation à température ambiante, le tube a été centrifugé 2 minutes à 18 000g. 
La colonne a été retirée du tube et ce dernier, contenant environ 50µl d’ADN de solution 
d’ADN extrait, a été stocké à -20°C. Toutes les étapes de l’extraction ont été réalisées à l’aide 
de cônes de pipetage à filtre et de tubes stériles (autoclavés) ne présentant pas trace de 
pyrogène, de nucléase et d’acide nucléique. 
  
3.1.3. Quantifications des acides nucléiques 
 
Quant-it brDNA (Invitrogen, Cat. No. Q32850) et le fluoromètre Qubittm (Invitrogen, Cat. 
No. 32857) en respectant la procédure fournisseur. Cette méthode permet de quantifier de 
faible quantité d’ADN extrait, comme cela est le cas sur bois de vigne. 5µl d’extrait ont été 
utilisés. La concentration a été considérée comme la moyenne des mesures obtenues sur 
trois répétitions techniques. Cette méthode de dosage est basée sur l’utilisation de sonde 
fluorescente (Picogreen) dont la fluorescence est modifiée au contact de l’ADN double-brin.  
 
3.2. Fabrication des gammes standards 
 
L’objectif est ici d’obtenir des solutions pures de fragments d’ADN linéaires, de 
séquences et de tailles connues. Les ADN extraits des souches pures en provenance du CBS, 
E.lata CBS 208.87, P.chlamydospora CBS 239.74, D.seriata CBS 119049, N.parvum CBS 
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110301 ont été amplifiés avec le couple d’amorces universel Bt2a/Bt2b (Glass and 
Donaldson, 1995).  Pour T.minima  CBS 100398, une amorce sens (aattaccccaccatcacgata), 
conçue pour notre étude, et l’amorce anti-sens Bt2b ont été utilisées. Pour la calibration du 
couple ciblant l’actine de Vigne, le produit obtenu avec le couple Vvactin sur ADN 
complémentaire (produits de la rétro-transcription des ARN messagés totaux) ont été ici 
utilisés, car disponible au laboratoire. Les amplifications PCR ont été réalisées dans volume 
total de 50µl avec 25µl de réaction 1X PCR Master Mix (Promega, Cat.No. M7502) et 0,2µM 
de chaque amorce, en utilisant le programme PCR décrit par Glass and al. . Les produits ont 
fait l’objet d’une électrophorèse (100mV, 30 min) sur gel d’agarose LMP 2% (Promega, Cat. 
No. V3841) dans du tampon TAE, marquée au bromure d’éthilium et visualisés sur lumière 
UV. Les fragments de gel contenant les bandes de tailles attendues ont été prélevées avec 
un scalpel  stérile, et les acides nucléiques ont été purifiés grâce au kit commercial, Qiaquick 
gel extraction Kit (Qiagen), en suivant les recommandations du fournisseur. Les fragments 
d’amplification ainsi purifiés ont été clonés dans le vecteur pGEM-T (pGEM-T vector system, 
Promega, Cat. No. A3600) et isolé par le crible de souche E.coli JM109 sur milieu sélectif. Les 
colonies recombinantes, selon le protocole du fabricant, ont fait l’objet d’un crible par PCR 
sur colonie avec un couple d’amorces encadrant le multisite de clonage, pUC/M13 
(Promega, Cat.No. Q5601 and Q5421), et les colonies positives ont été cultivées en milieu 
liquide (spécifier milieu). Les vecteurs recombinants ont été purifiés des cultures 
bactériennes à l’aide du Kit commercial Wizard plus SV minipreps vector purification Kit 
(Promega, Cat. No. A1460) et séquencés avec les amorces pUC/M13 afin de déterminer la 
taille ainsi que la séquence de l’insert. Les vecteurs recombinants séquencés (104 copies) ont 
servi de matrice pour le couple pUC/M13 et les produits d’amplification PCR obtenus ont été 
purifiés avec le kit commercial MinElute PCR purification kit (Qiagen, Cat. No. 28004). Les 
solutions mères ont été dosées et les molarités respectives en nombre de copies en ont été 
déduites. Ces solutions mères ont ensuite servi à la fabrication de solutions filles de 
molarités connues. 
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3.3. PCR quantitative en temps réel 
3.3.1. Principe de la technique 
3.3.1.1. Aspects mathématiques de la PCR quantitative en temps 
réel 
3.3.1.1.1. Profil d’amplification 
 
L’équation basique décrivant l’amplification PCR est :  
 
     
NC = N0´(E + 1)
C   (1) 
 
où C est le nombre de cycles, E est l’efficacité de l’amplification PCR, NC est le nombre 
d’amplicons et N0 le nombre de copies initial de la séquence cible. En des termes simples, 
chaque cycle produit une augmentation du NC qui est proportionnel à l’efficacité, une 
efficacité de 1 (100%) correspondant à un doublement du nombre d’amplicon (Rutledge and 
Cote, 2003).  
 
Figure 10: Représentation d’un profil d’amplification PCR en temps réel : Le profil de 
fluorescence correspondant à l’accumulation du produit (trait plein noire) est représenté 
sur une échelle linéaire. Trois phases sont observables : (I) une phase de latence dans 
laquelle la fluorescence propre à l’amplification de l’ADN est inférieure au bruit de fond, 
(II) une phase d’amplification exponentielle, (III) une phase d’amplification linéaire suivie 
d’un plateau. La courbe exponentielle théorique (NC = N0´(E + 1)
C ), est indiqué par des 
tirets gris. La projection du point d’intersection de la courbe d’amplification et du seuil de 
fluorescence (Ft) sur l’axe des abscisses détermine le cycle seuil (Ct).  
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En pratique, le profil d’amplification PCR en temps réel n’est pas strictement 
exponentiel, les réactifs s’épuisant au fur et à mesure de l’amplification, et l’efficacité de la 
réaction diminuant (Fig. 10). Le profil d’amplification observé en temps réel présente donc 
une allure de sigmoïde (Rutledge, 2004). Toutefois, une portion de ce profil peut être 
assimilée à une amplification exponentielle (Fig. 10). La description de cette phase 
d’amplification par la relation mathématique (1) est donc valable.  
 
3.3.1.1.2. Principe mathématique de la quantification 
 
La quantité de NC après un nombre de cycle donné dépend de N0 (Fig. 11). Le 
réarrangement de l’équation (1)  donne la relation mathématique sur laquelle repose la PCR 
quantitative.  
 
N0 = NC/(E + 1)
C (2) 
 
La quantification du NC permet ainsi de calculer le N0 si l’efficacité est connue. 
Comme nous l’avons vu précédemment (Higuchi et al., 1993), le signal de fluorescence émis 
par une molécule reportrice est un moyen simple d’estimer le NC. Afin de pouvoir comparer 
les N0 de différents échantillons, les mêmes valeurs de NC doivent être utilisées. Ceci est 
accompli en fixant un seuil de fluorescence (Ft) pendant la phase d’amplification 
exponentielle (Fig. 10, Fig. 11). Le cycle seuil (Ct) est défini comme étant le cycle théorique 
pour lequel la valeur de la courbe de fluorescence franchit Ft. Dans ces conditions, NC est 
alors une constante et l’équation (2) devient : 
 
N0 = Nt/(E + 1)
Ct (3) 
 
ou Nt  et le nombre de produit d’amplification à la valeur de fluorescence Ft. La quantification 
absolue peut être entreprise en utilisant une courbe de calibration standard construite avec 
les Ct obtenus pour des échantillons de molarités connues (Fig. 12).  
 
La base mathématique de la courbe standard est obtenue en utilisant le logarithme 
de l’équation (3) : 
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Log(N0) = Log(Nt) - Log[(E + 1)
Ct] 
Log(N0) = Log (Nt) - Log(E + 1)xCt 
Log(N0) = -Log(E + 1)xCt + Log (Nt) (4) 
ou 
Ct = [-1/Log (E+1)] logN0 + Log (E+1)/log Nt (5) 
 
Si l’on assume que E et Nt sont constants, les équations (4) et (5) ont la structure 
générale d’une équation du second degré (Y=aX+b). Si l’on reporte les Log(No) en abscisse et 
les Ct en ordonnée (5) sur un graphique, on obtient une droite dont la pente est égale à -
1/Log(E + 1) (Fig. 12). L’efficacité de la réaction peut alors être déterminée comme suit: 
 
pente = -1/Log (E + 1) 
Log(E + 1) = -1/pente 
E + 1 = 10-1/pente 
E = 10-1/pente – 1 
 
Sous cette présentation, la pente de la droite standard correspond au nombre de 
cycles nécessaires pour que les valeurs de Ft obtenues entre deux solutions de molarité 
initiale n et n/10 soient identiques (Fig. 11, Fig. 12). Le nombre de cycles prédit pour une 
efficacité de 1 (100%) est 3,32 ; [(E+1)3,32 = 10]. L’ordonnée à l’origine (b =  Log (E+1)/log Nt ; 
5) correspond au Ct théorique attendue pour 1 copie de départ (N0 = 1).  
 
En pratique, on considère que le coefficient de corrélation R2 de la droite de 
calibration doit être supérieur à 0,98 ; et que l’efficacité en étant calculée doit être comprise 
entre 90 et 105%. Une efficacité inférieure à 100% indiquera que le doublement du nombre 
de copies n’est pas accomplit et que l’efficacité du test n’est pas optimale, alors qu’une 
efficacité supérieure indiquera qu’il se forme plus de copies que le doublement attendu à 
chaque cycle, et par conséquent que le signal mesuré pour la détermination du Ct est en 
partie aspécifique.  
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Figure 11: Effet du nombre de copies initiales (N0) sur le profil d’amplification. Deux profils 
d’amplification sont présentés pour des nombre de copies initiaux différents. Ici une 
dilution au 1/10 entre N0’ et N0’’ est montrée pour une efficacité de réaction de 100%. La 
différence entre les Ct observés pour ces deux valeurs est théoriquement de 3,32.    
 
 
Figure 12: Représentation d’une droite de calibration standard sur une gamme de dilution 
au 1/10. Les nombres de copies initiaux (N0) sont représentés en abscisse sur une échelle 
logarithmique, et les Ct en ordonnée sur une échelle linéaire. La valeur de la pente 
indiquée (-3,32) correspond à une efficacité de réaction de 100%.  
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3.3.1.1.3. Principe de l’obtention de profil de fusion d’un 
produit PCR 
 
L’identité du ou des produits formés en fin de réaction peut être déterminée grâce aux 
profils de fusions de ces derniers (Ririe, Rasmussen, and Wittwer, 1997) (Fig. 13). Post-
amplification, un gradient de température est réalisé entre 65 et 95°C. La dérivée primaire 
du signal (exprimé en unité de fluorescence relative (RFU = relative fluorescence unit) dans 
un canal de fluorescence sur la dérivée de la température (-dRFU/dT) en fonction de la 
température, permet l’obtention d’une courbe en cloche, donc l’abscisse du maximum 
représente la température médiane de fusion du produit PCR (50% des produits sous forme 
dénaturée) (Fig. 13). Cette température médiane dépend de la taille ainsi que de la séquence 
du produit PCR, et est un marqueur de celui-ci dans des conditions expérimentales données 
(Ririe, Rasmussen, and Wittwer, 1997).  
 
 
Figure 13: Analyse de fusion d’un produit PCR en RT-PCR. (A) Représentation de la 
fluorescence en fonction de la température. (B) Représentation de la dérivée de la 
fluorescence sur la dérivée de la température (-dF/dT) en fonction de la température. La 
sommité de la courbe de Gauss ainsi obtenue correspond à la température médiane du 
produit. La proportion relative des espèces double et simple brins de part et d’autre de la 
température médiane est indiquée (B).   
 
3.3.1.2. Principe de la technologie Plexor 
 
La technologie Plexor a été utilisée pour la réalisation des tests RT-qPCR, 
principalement car elle permet l’acquisition de courbe de fusion relative à chaque amorce 
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marquée en condition de multiplexe. Cette technologie peut être décrite comme simple à 
mettre en œuvre, en comparaison aux nombreuses autres, et adaptée pour le 
développement de méthode de diagnostic RT-qPCR en routine (Gasparic et al., 2008). 
  
Cette technologie repose sur une chimie de marquage direct relativement simple, 
permettant de relier directement la fluorescence F au Nt d’une cible spécifique (Fig. 14). 
Dans ce système RT-qPCR, une amorce du couple est synthétisée avec un résidu de base 
modifiée, la 5’-méthylisocytosine (iso-dC), et un marqueur fluorescent en son extrémité 5’. 
L’iso-dC ne peut former d’appariement qu’avec une autre base modifiée, l’isoguanine (iso-
dG) (Sherrill et al., 2004) (Fig. 15). L‘iso-dGTP, couplé à un quencher sombre (non-
fluoresencent), le dabcyl, est inclus dans le milieu réactionnel. A chaque cycle 
d’amplification, l’incorporation du dabcyl-iso-dGTP se fait donc de manière complémentaire 
à l’iso-dC, et ce à proximité du fluorophore, inhibant ainsi efficacement le signal de celui-ci 
par un phénomène de quenching statique (quenching de contact). L’accumulation des 
produits d’amplification est donc proportionnelle à la réduction de la fluorescence émise par 
la réaction (Sherrill et al., 2004). L’avantage majeur de cette technologie est que les profils 
de fusion des produits PCR formés peuvent être analysés pour chaque amorces marquées, et 
ce, en condition de multiplexe.  
 
 
 
Figure 14: Principe de quenching de la fluorescent par le dabcyl en technologie Plexor. 
Source Promega (http://www.promega.com) 
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Figure 15: Comparaison de l’appariement des paires de bases. (A) Isoguanine (iso-dG) 
appariée avec la 5’-méthylisocytosine (iso-dC). (B) Deoxyguanosine appariée avec la 
deoxycytidine. Source Promega (http://www.promega.com) 
 
3.3.2. Conception des couples d’amorces 
 
Tableau 5: Séquences des couples d’amorces conçus ou utilisés dans cette thèse. 
 
Amorces Séquences 
ElQR* 5’-AGATAACCTCGTGTGATTGTGTGATT-3’ 
ElQF 5’-GCCAGCTAATAAAACAATTGCTTACCT-3’ 
PalQR 5’-CGTCATCCAAGATGCCGAATAAAG-3’ 
PalQF* 5‘-CGGTGGGGTTTTTACGTCTACAG-3’ 
PchQR* 5’-CCATTGTAGCTGTTCCAAGATCAG-3’ 
PchQF 5’-CTCTGGTGTGTAAGTTCAATCGACTC-3’ 
BobQR* 5’-ACGTGTTTGTCTAACTAGTAGAGAGTACC-3’ 
BobQF 5’-CTCTGCAATCGCTGACCCTTG-3’ 
BpvQR 5’-TACGTGTTTGTGCAATTAGTGAGAGAG-3’ 
BpvQF* 5’-GCGCGAATGGCAATGGCTGA-3’ 
VvactinF* 5’-(TT)CTTGCATCCCTCAGCACCTT-3’ 
VvactinR 5’-(CT)TCCTGTGGACAATGGATGGA-3’ 
 
Couple d’amorces adapté de (Reid et al., 2006). Les modifications réalisées en 5 sont 
indiqués  (). (*) Amorces marqués en technologie Plexor. 
 
Les séquences partielles du gène de la β-tubuline des espèces phylogéniquement 
proches des espèces cibles ou ayant déjà été isolées sur vigne ont été récoltées sur la 
banque de données de l’EBI (http://www.ebi.ac.uk/). Toutes les séquences disponibles 
correspondant à différentes souches des espèces ciblées ont aussi été récoltées. Les zones 
de variabilités interspécifiques ont été identifiées, et des couples d’amorces ont été conçus 
avec le logiciel Primer3 version 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), en suivant les 
recommandations usuelles pour la conception d’amorces utilisables en RT-qPCR. Les couples 
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présentant des paramètres défavorables (aux niveaux de zones de variabilités données) ont 
été rejetés. Les couples d’amorces retenus sont présentés tableau 5. 
 
o P.chlamydospora étant la seule espèce du genre Phaeomoniella recensée sur vigne à 
ce jour, la conception du couple d’amorces a été réalisée et évaluée par rapport aux 
autres espèces fongiques isolées sur vigne (Tab. 4). La séquence de P.ch utilisée pour 
la conception des amorces correspond à la souche CBS 229.95 (AF253968). 
 
o Pour P.aleophilum, les séquences de 25 espèces isolées sur vigne ont été alignées: 
AF246806, P.aleophilum CBS 100398; DQ173096, P.iranianum CBS100400; 
DQ173099, P.austroafricanum CBS112949; DQ173104, P.angustius CBS114992; 
HQ700718, P.viticola Y271-03-1d; AY579320, P.venezuelense CBS 651.85; AF246805, 
P.inflatipes CBS 391.71; AY579293, P.scolyti CBS 113593 ; AY579237, P.alvesii CBS 
113590; AY579333, P.krajdenii CBS 110361 ; AF246801, P.griseorubrum CBS 566.97 ; 
AF246802, P.rubrigenum CBS 498.94 ; AY579298, P.subulatum CBS 113584 ; 
EU863482, P.croatiense 113Pal ; EU863483, P.hungaricum 90Pal ; FJ872408, 
P.sicilianum Psi-1 ; FJ517157, P.cinereum Pm1 ; HQ700715, P.hispanicum Y549-09-
3b ; EU596526, P.armeniacum ICMP:17421 ; EU596524, P.occidentale ICMP:17037 ; 
EU596521, P.globosum ICMP:17038 ; AY579297, P.australiense CBS 113592 ; 
EU863458, P.tuscanum 1Pal ; AY579307, P.parasiticum CBS 113585 ; AF246809, 
P.mortoniae 12RS ; AY579320, P.venezuelense CBS 651.85. 
 
o Pour D.seriata, les séquences partielles d’espèces connues du genre Diplodia,  isolées 
ou non de bois de vigne, ont été utilisées. Les numéros d’accession GenBank des 
séquences utilisées correspondent aux espèces et isolats suivants : AY972119, 
D.seriata CMW8230; FJ858720, D.pinea CMW30129; DQ458867, D.scrobiculata 
CBS109944 ; DQ458855, Botryosphaeria tsugae CBS418.64 ; DQ458851, D.mutila 
CBS112554 ; DQ458861, D.cupressi CBS168.87 ; DQ458853, D.corticola CBS112549 ; 
EU673119, D.juglandis CBS 188.87 ; EU673118, D.medicaginis CBS 500.72 ; 
HQ660079, D.olivarum CBS 121887 ; EU673139, Diplodia acerina CBS 910.73 ; 
EU673105, Diplodia coryli CBS 242.51 ; EU673131, Diplodia rosulata CBS 116472 ; 
EU673135, Diplodia spegazziniana CBS 302.75. 
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o Pour N.parvum, les séquences partielles de β-tubuline des espèces du genre 
Neofusicoccum, isolées ou non de vigne, ont été utilisées. D’autres séquences, 
d’espèces de la famille des Botryosphaeriaceaes ont aussi été incluses à l’analyse. 
EU673095, N.parvum CBS 110301 ; AY236906, N.ribis CMW7772 ; EU673092, 
N.luteum CBS 110497 ; DQ093210, N.australe CMW15954 ; AY236920, 
N.eucalyptorum  CMW10125 ; GU799461,  N.mediterraneum CBS121558; HQ288293, 
N.vitifusiforme UCD2183MO ; AY972119, Diplodia seriata CMW8230 ; et DQ458851, 
Diplodia mutila CBS112554. 
 
o Pour E.lata, les séquences des espèces citées dans l’étude réalisée par Rolshausen et 
al. ont été utilisées. Les numéros d’accession des séquences associées aux espèces 
utilisés pour l’analyse sont : DQ006973, Eutypa lata CBS 289.87 ; DQ006962, Eutypa 
laevata CBS 291.87 ; DQ006999, Eutypella vitis MSUELM13 ; DQ006963, Eutypa 
leptoplaca CBS 286.87 ; DQ006967, Eutypa maura CBS 219.87 ; DQ006968, Eutypa 
crustata CBS 210.87 ; DQ006974, Eutypa leptoplaca CBS 248.87 ; DQ006960, Eutypa 
tetragona CBS 284.87 ; DQ006965, Eutypa lata var. aceri CBS 290.87. 
 
3.3.3. Conditions d’amplification 
3.3.3.1. RT-qPCR en technologie Sybr-Green 
 
Les essais ont été réalisés dans un volume réactionnel de 25µl contenant 12,5µl de 
tampon « Quantiteck SYBR Green 2X Master Mix » (Qiagen), 0,3µM. Les paramètres 
d’amplification utilisés sont : (i) une étape de d’activation de la polymérase (hot start) et de 
dénaturation de 15 minutes à 95°C, (ii) 40 cycles de dénaturation à 95°C pendant 15 
secondes suivis de 45 secondes à 62°C pour l’hybridation et l’extension des amorces. Une 
analyse de fusion entre 60 à 95°C (40 minutes) a été réalisée post-amplification. L’acquisition 
et l’analyse des données de fluorescence ont été réalisées avec le logiciel ABI SDS software 
v.1.4 en mode par défaut. 
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3.3.3.2. RT-qPCR en technologie Plexor 
 
Les essais en simplex ont été réalisés avec 0,3µM final de chaque amorce. 
L’utilisation des couples d’amorces en multiplexe a nécessité l’optimisation de leurs 
concentrations finales entre 0,2 et 0, 3µM, afin de limiter la formation de produits 
aspécifiques tout en maintenant une efficacité de réaction supérieure à 90%. Les 
expérimentations ont été réalisées dans 25µl de milieu réactionnel contenant 12,5 µl de 
tampon « 2X Plexortm Master Mix (Promega, Cat. No. A4031, Madison, USA)”. Les amorces 
marquées (5’ Me-iso-dC) ont été synthétisées par Eurogentec S.A (5’FAM, ref: PB-PP001-004; 
5’TAMRA, ref: PB-PP100-004; 5’ROX , ref: PB-PPOO16-004; Liege science park, Seraing, 
Belgium) et ont été diluée dans du tampon MOPS/EDTA (Promega, Cat. No. Y510A, Madison, 
USA) selon les recommandations du fabricant. Les amorces non-marquées ont été 
synthétisées par Invitrogen (ref:10336-022, Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France) et  
diluées dans de l’eau « nuclease/nucleic acid free » (Promega, Cat. No. P119A).  Un volume 
maximum de 2µl de matrice d’ADN par réaction a été utilisé. Le programme d’amplification 
utilisé est le suivant: (i) une étape initiale de dénaturation à 95°C pendant 5 minutes, (ii) 40 
cycles de 5 secondes à 95°C pour la dénaturation, suivies de 35 secondes à 65°C pour 
l’hybridation et l’extension des amorces. Une analyse de fusion entre 60 à 95°C (40 minutes) 
a été réalisée post-amplification. Le logiciel ABI SDS software v.1.4 en mode par défaut a été 
utilisé pour d’acquisition des données de fluorescence brute et le logiciel « Plexor® Analysis 
Software version 1.5.6.2 » (Promega) a été utilisé pour l’analyse.  
 
3.3.3.3. Cycleur PCR utilisé 
 
Les expériences ont été réalisées sur un thermocycleur ABI 7500 Real-Time PCR (Applied 
Biosystems). Sur cet  appareil, l’excitation UV est assurée par une lampe halogène en 
tungstène, et la détection par une caméra CDD. L’appareil possède cinq filtres d’excitation, 
et cinq filtres de détection ; FAM/SYBR Green I, VIC/JOE, NED/TAMRA/Cy3, ROX/Texas Red 
et Cy5. Le contrôle de la température est assuré par la technologie Peltier, et permet une 
précision de température de +/- 0,25°C et une uniformité de +/- 0,5°C entre échantillons. 
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4. Technique d’histologie  
 
L’observation des structures anatomiques de tige en coupe transversale a été réalisée à 
l’aide d’un vibratome, sur tige non incluse en paraffine ou résine. Cette approche permet 
d’obtenir une coupe couvrant la surface d’échantillon de taille conséquente, ici des tiges 
lignifiées de l’ordre d’1 cm de diamètre. 
4.1. Préparation des lames 
4.1.1. Obtention des coupes  
 
Après prélèvement, les échantillons (segment de tronc de 3 cm de longueur) ont subi 
une fixation et une déshydratation par immersions successives dans des solutions en 
concentration croissante en éthanol (30%, 50%, 80%), à intervalle de 30 minutes et à 4°C 
(Ruzin, 1999). Les échantillons ont été conservés dans la dernière solution (éthanol 80%) à 
4°C. Pour l’obtention de coupes, les échantillons ont été hydratés dans une solution 
décroissante en éthanol (50%, 30%, H2O), et leurs surfaces ont été séchées sur du papier 
absorbant afin que ces dernières puissent être collées sur un support métallique à l’aide de 
colle cyanoacrylate. Les échantillons ont été découpés en tranche de 30µm avec un 
vibratome LEICA VT 100S équipé d’un couteau en saphir DDK (Delaware Diamond Knifes, 
3825 Lancaster Pike Wilmington, USA). Les coupes ont été déshydratées dans une série 
croissante en éthanol jusqu’à 80% et conservées à 4°C. 
 
4.1.2. Coloration et montage des lames 
4.1.2.1. Safranine O / Bleu astral 
 
Les coupes ont été colorées pendant 2 minutes dans une solution de safranine O (1%) 
filtrée sur membrane 22µm. Les coupes ont ensuite été rincées 2 minutes dans de l’eau, 
colorées 1 minute dans une solution de bleu astral (1%), rincées 1 minute, transférées sur la 
lame et montées entre lame et lamelle dans une solution de glycérol. La safranine O est un 
colorant anionique (chargé négativement) et se lie préférentiellement aux composés chargés 
positivement comme la lignine, la cutine, et la subérine. Le  bleu astral est un colorant qui se 
lie aux fibres de cellulose quand celles-ci sont non lignifiées. Aussi elle est capable de 
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déplacer la safranine O de ces fibres de cellulose. Ainsi les tissus cellulosiques lignifiés 
apparaissent en rouge, et les tissus cellulosiques non lignifiés en bleu (Schwarze, 2007). 
4.1.2.2. Phloroglucinol HCl 
 
La mise en évidence des lignines a été réalisée à l’aide de la coloration 
Phloroglucinol/HCl. Les parois des cellules des tissus lignifiés prennent une couleur violette. 
Sous excitation UV, cette coloration inhibe l’autofluorescence des lignines, et permet la 
visualisation des subérines qui fluorescent dans le jaune et le bleu (Ruzin, 1999). 
 
4.2. Observation des lames 
 
Les lames ont été observées sur un microscope champ large Leica DM IRBE (statif inversé). 
L’illumination UV a été réalisée à l’aide d’un  boîtier/lampe HBO à vapeur de mercure 100W, 
avec un filtre de fluorescence permettant une excitation entre 340 et 380 nm et une analyse 
des signaux en dessus de 425 nm. Les micrographies ont été prises par une camera couleur 
Leica 8bits et le logiciel d’acquisition LAS AF Suite.  
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Chapitre III- Développement de test RT-qPCR permettant la 
détection et la quantification des principaux champignons 
associés aux maladies du bois de la vigne. 
 
L’étude des champignons associés aux maladies du bois in planta, en particulier leur 
quantification dans les tissus ligneux, est limitée par de nombreux aspects pratiques, ne 
permettant pas l’utilisation de méthode traditionnelle de dénombrement. Les techniques 
microbiologiques ou moléculaires actuelles ne permettent donc d’établir qu’un diagnostic 
qualitatif de ces champignons. La quantification de ces agents pathogènes dans le bois 
constituerait pourtant un moyen simple et rapide afin de déterminer leur niveau de 
colonisation et ainsi d’évaluer l’efficacité de solutions in planta.  
 
Bien que des méthodes de PCR en temps réel aient été proposées pour P.ch et P.al, le 
potentiel quantitatif de ces méthodes n’a pas été démontré par le biais de droite standard, 
ou bien les valeurs d’efficacité de réaction observées semblent impropres à une 
quantification RT-qPCR. Pour cette raison, le développement de tests RT-qPCR adaptés a été 
entrepris vis-à-vis de cinq champignons (P.ch, P.al, D.se, N.pv et E.lata) associés aux trois 
principales maladies du bois de la vigne (esca, BDA, Eutypiose). Les différentes étapes de 
conception et de validation de la méthode en conditions contrôlées sont ici présentées.  
1. Analyse de séquences et conception des couples d’amorces 
1.1. Phaeomoniella chlamydospora 
 
Le genre Phaeomoniella est relativement récent, de ce fait peu d’espèces de ce genre 
sont à ce jour décrites et référencées dans des études de phylogénie moléculaire. La 
recherche de séquences de β-tubuline d’espèces proches de P.ch dans les banques de 
données (Genbank, EMBL) par BLAST n’est pas non plus concluante. De ce fait,  la sélectivité 
des couples d’amorces au sein du genre n’a pas pu être estimée. Les séquences de β-
tubuline (Bt2a-Bt2b) de 11 souches de P.ch sont disponibles depuis l’EBI et le NCBI. Ces 
séquences présentent une variabilité intraspécifique relativement faible. Six séquences sur 
onze sont identiques sur toutes leurs longueurs, et ont donc été prises comme référence 
pour la comparaison des autres. Trois séquences (GQ903724 (souche Pch-2), EU078334 
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(souche Y86-10-1), GQ903723 (souche Pch-1) présentent un polymorphisme nucléotidique 
simple (PNS), une en présente deux (GQ903725 (Pch-3)), et une dernière cinq (AF253968 
(souche CBS 229.95, n’existant plus dans la collection du CBS).  
 
Figure 16: Alignement des séquences de β-tubuline d’ascomycètes isolées du bois de vigne 
au niveau des sites d’amorçages de PchQF et PchQR. La totalité de l’alignement est 
présentée en annexe (A. Fig. 1A). 
 
P.chlamydospora étant la seule espèce du genre recensée sur vigne, et appartenant 
anciennement au genre Phaeoacremonium (P.chlamydosporum), la sélectivité des amorces a 
été évaluée par rapport aux séquences de β-tubuline du genre Phaeoacremonium. Les 
amorces PchQF et PchQR ont été placées sur des zones de variabilités interspécifiques 
potentielles (chevauchement de l’exon 4 et l’intron 4 ; et l’intron 4 et l’exon 5), elles ont des 
tailles respectives de 26 et 24 nucléotides, et produisent un fragment PCR de 72b (Fig. 16, A. 
Fig. 1). 
1.2. Phaeoacremonium aleophilum 
 
La variabilité interspécifique dans le genre Phaeoacremonium est relativement élevée 
(Fig. 17). Pour P.aleophilum, les amorces retenues, PalQF et PalQR, ont des tailles 
respectives de 23 et 24 nucléotides. Elles sont placées dans une zone de variabilité 
interspécifique du gène de la β-tubuline (introns 1 et 2) et produisent un fragment PCR de 96 
bp (A. Fig. 1B). Au niveau des sites d’amorçages, à l’exception de la séquence AF246806 
(P.aleophilum CBS 100397), on note la présence de mutations discriminantes en 3’ des 
amorces PalQF (position 160 à 168) et PalQR (position 211 à 220) (Fig. 17). Pour la séquence 
DQ173097 (P.iranianum CBS 100400), qui constitue la séquence de l’espèce la proche de P.al 
sur le plan moléculaire (Mostert et al., 2006), on note la présence de NPS en 3’ des amorces 
Chap III  Résultats 
81 
 
sens et anti-sens. La sélectivité du couple d’amorce PalQ est donc ici théoriquement 
restreinte à P.aleophilum. 
 
Figure 17 : Alignement des séquences des 25 espèces du genre Phaeoacremonium isolées 
sur vigne au niveau des sites d’amorçages de PalQR et PalQF. La totalité de l’alignement 
est présentée en annexe (A. Fig. 1B). 
 
22 séquences partielles de β-tubuline correspondant à Togninia minima et 
Phaeoacremonium aleophilum sont accessibles depuis le site l’EBI. L’alignement de ces 
séquences indique l’absence de PNS au niveau des sites d’amorçages de PalQ, à l’exception  
de trois séquences, EU863470 (souche 21Pal), EU863471 (souche 144Pal), EU863465 
(souche 81Pal), pour lesquelles un PNS est noté à l’extrémité 5’ de PalQF.  
1.3. Diplodia seriata 
 
 Les amorces retenues ont été nommées BobQF et BobQR, car cette espèce a été 
nommée selon sa forme téléomorphe, Botryosphaeria obtusa lors de la réalisation de ce 
travail. Elles ont des tailles respectives de 21 et 29 nucléotides, encadrent le cinquième exon 
de la β-tubuline, et produisent un fragment PCR de 108pb (A. Fig. 2A). BobQF est placée 
dans le quatrième intron, et on note la présence de NPS en 5’ du site (3’ de l’amorce) pour 
toutes les séquences à l’exception de Diplodia pinea. BobQR est placée à cheval entre l’exon 
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5 et l’exon 6. On note la présence de NPS dans la région centrale du site d’amorçage 
(délétion), à l’exception des séquences AY972119 (Diplodia seriata, CMW8230) et FJ858720 
Diplodia pinea, CMW30129) et DQ458867 (Diplodia scrobiculata, CBS109944) (Fig. 18). La 
sélectivité de ce couple est donc théoriquement restreinte à Diplodia seriata et Diplodia 
pinea. 
 
 Les séquences de 61 souches correspondant à Diplodia seriata et Botryosphaeria 
obtusa ont été collectées sur le site de l’EBI. On note la présence de NPS dans la région 
centrale de BobQR (position 220) pour les séquences GU121821, GU121822, GU121823, 
GU121824, GU121825, GU121826, GU121827, GU121828, GU121829, GU121830, 
GU121831, GU121832, GU121833, GU121834 et GU121835, des souches iraniennes IRB1, 
IRB2, …, IRB14 et IRB15 respectivement. Aucun autre PNS n’est observé au niveau des sites 
d’amorçages pour les autres séquences.  
 
Figure 18 : Alignement des séquences des espèces du genre Diplodia au niveau des sites 
d’amorçages de BobQR et BobQF. La totalité de l’alignement est présentée en annexe (A. 
Fig. 2A) 
 
1.4. Neofusicoccum parvum 
 
Sept Neofusicoccum spp. ont été répertoriées sur vigne. Les séquences partielles de β-
tubuline n’ont pu être trouvées que pour six espèces (N.parvum, N.ribis, N.luteum, 
N.australe, N.mediterraneum, N.vitifusiforme), aucune séquence associée à N.viticlavatum 
pour ce gène n’étant déposée dans les banques de données de l’EBI et du NCBI. La variabilité 
interspécifique des séquences de β-tubuline est très faible au sein du genre Neofusicoccum 
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(Fig. 19). Aucune solution acceptable au niveau des NPS discriminants n’a pu être obtenue. 
De ce fait, un couple d’amorces non sélectif au niveau de l’espèce a dû être retenu.  
 
Figure 19: Alignement des séquences des espèces du genre Neofusicoccum au niveau des 
sites d’amorçages de BpvQR et BpvQF. La totalité de l’alignement est présentée en annexe 
(A. Fig. 2B) 
 
Les amorces, BpvQF et BpvQR ont été nommées ainsi en raison de l’espèce 
originellement ciblée, Botryosphaeria parva (forme téléomorphe de Neofusicoccum 
parvum). Ces amorces ont des tailles respectives de 20 et 27 nucléotides, elles encadrent le 
cinquième intron de la β-tubuline et produisent un fragment PCR de 114 pb (A. Fig. 2B). Pour 
BpvQF, aucun NPS n’est observé sur les sept séquences du genre Neofusicoccum à 
l’exception de la séquence AY236920 (N.eucalyptorum CMW10125) en position 148 (Fig. 19). 
On note la présence de NPS en la partie centrale de BpvQR pour les séquences GU799461 
(N.mediterraneum CBS121558), DQ093210 (N.australe CMW15954), EU673092 (N.luteum 
CBS 110497), HQ288293 (N.vitifusiforme UCD2183MO), et AY236920 (N.eucalyptorum 
CMW10125). Aucun PNS n’est observé pour la séquence AY236906 (N.ribis CMW7772). Par 
rapport aux séquences AY972119 (Diplodia seriata CMW8230) et DQ458851 (Diplodia mutila 
CBS112554), on note la présence de nombreux PNS aux niveaux des sites d’amorçages de 
BpvQF et BpvQR.    
 
L’alignement des séquences partielles de β-tubuline déposées pour 85 souches de 
Neofusicoccum parvum indique une très faible variabilité intraspécifique sur ce gène, et 
aucun PNS au niveau des sites d’amorçages de BpvQF et BpvQR.  
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1.5. Eutypa lata 
 
ElQF et ElQR font respectivement 26 et 27 nucléotides de longueur, encadrent le 
quatrième exon de la beta-tubuline, et produisent un amplicon PCR de 129 bp (A. Fig. 2C). 
ElQR est placé dans le troisième intron et ElQF à cheval entre le quatrième exon et le 
quatrième intron.  
 
En 3’ de l’amorce ElQF, on note la présence de PNS pour toutes les séquences par 
rapport à la séquence cible (Eutypa lata CBS 208.87, DQ006969), représentative du groupe 
d’isolat défini comme Eutypa lata sensus stricto (Rolshausen et al., 2006) (Fig. 20). La 
sélectivité du couple est donc théoriquement restreinte à Eutypa lata sensus Roshaulsen. 
 
Figure 20: Alignement des séquences des espèces du Eutypa au niveau des sites 
d’amorçages du couple ElQ. La totalité de l’alignement est présentée en annexe (A. Fig. 
2C). 
 
L’alignement des séquences de β-tubuline correspondant à cinquante isolats d’Eutypa 
lata indique une variabilité intraspécifique faible mais néanmoins existante. On ne note pas 
de PNS au niveau du site d’amorçage de ElQR alors qu’un PNS est observé dans la région 
centrale de ElQF pour 10 isolats. 
2. Détermination des performances des réactions 
 
Les couples d’amorces ont été évalués expérimentalement en technologie Plexor. Deux 
matrices différentes ont été ici utilisées, des séquences partielles du gène de la β-tubuline 
(produits PCR = standard), et les ADN extraits de souches fongiques pures. Ces dernières ont 
permis de déterminer les performances intrinsèques (limite de détection, efficacité, gamme 
de quantification) des couples d’amorces avant l’application de la méthode en multiplexe et 
sur plante. Les résultats obtenus pour les cinq couples d’amorces développés sont ici 
présentés. 
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2.1. PchQ 
 
 
 
Figure 21: Gamme de quantification linéaire et efficacité du couple PchQ. Les droites de 
régression linéaire obtenues sur les gammes au 1/10 de produits PCR (gauche) et d’ADN 
génomique (droite) sont présentées. Pour les ADN fongiques, les valeurs comprises entre 
500fg et 5ng sont reportées en bleu et les valeurs obtenues avec 50fg en rouge (Fig. 22). 
Les équations des droites ainsi que les valeurs R2 et l’efficacité sont reportées en haut à 
droite de chaque graphique. 
 
Les amorces PchQF/PchQR-TAMRA produisent un fragment PCR unique dont la Tm est 
de 76,2°C (+/- 0,5°C) sur ADN fongique (P.chlamydospora CBS 239.74) et produits PCR 
(fragment PCR Bt2a/Bt2b séquencé) (Fig. 21). Les courbes d’amplifications obtenues sur les 
deux matrices et à différentes dilutions de départ ont des pentes similaires lors de leurs 
phases exponentielles. On note que pour 50fg d’ADN fongique, des amplifications valides 
sont observables, néanmoins celles-ci ne sont pas reproduites dans trois essais consécutifs. 
Les courbes de fusion associées à ces amplifications ont des amplitudes plus faibles que 
celles obtenues pour de plus fortes concentrations, mais franchissent cependant le seuil (Fig. 
21, Fig. 22). 500fg a été retenu comme la limite de détection pour ce couple. Aucune 
amplification n’est observée dans le contrôle négatif. 
 
Les efficacités de réaction obtenues sur les deux types de matrice sont similaires (93,88 
et 93,33%) dans des gammes de quantification linéaires allant de 10 à 105 copies (gamme 
standard de produit PCR) et 500fg à 5ng (5*106fg) d’ADN fongique total et les coefficients de 
corrélation R2 associés aux droites de régression sont supérieurs à 0,99 (0,993 et 0,999) (Fig. 
22). 
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Figure 22: Profils d’amplification et de fusion des produits du couple PchQF/PchQR-TAMRA 
en technologie Plexor. Le panneau supérieur représente les profils d’amplification obtenus 
sur une gamme de dilution d’ADN fongique (P.ch CBS 239.74) au 1/10 (5ng à 50fg). Les 
profils de fusion des produits respectifs sont représentés dans le panneau inférieur. Les 
profils obtenus avec des quantités en matrice comprise entre 5ng et 500fg sont 
représentés en bleu, ceux obtenus avec 50ng en rouge et ceux obtenus avec 10 000 copies 
du produit PCR du gène de la beta-tubuline (104 Standard) sont représentés en jaune. 
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2.2. PalQ 
 
PalQF-ROX et PalQR produisent un fragment PCR unique. La Tm observée est de 82,3°C 
(+/- 0,5°C) sur ADN fongique (T.minima CBS 100398) et produits PCR (Fig. 20). Les 
amplifications observées ont des profils identiques sur les deux matrices et à différentes 
dilutions. Pour 50fg d’ADN fongique, des amplifications sont observables, mais celles-ci ne 
sont pas reproduites dans trois essais consécutifs. Les courbes de fusion associées à ces 
amplifications ont des amplitudes faibles par rapport aux autres concentrations, mais sont 
cependant valides (franchissement du seuil). 500fg a été retenu comme la limite de 
détection pour ce couple. Aucune amplification n’est observée en absence de matrice 
(contrôle négatif). 
 
 
Figure 23: Gamme de quantification linéaire et efficacité du couple PalQ. Les droites de 
régression linéaire obtenues sur les gammes au 1/10 de produits PCR (gauche) et d’ADN 
génomique (gauche) sont présentées. Pour les ADN fongiques, les valeurs comprises entre 
500fg et 5ng sont reportées en bleu et les valeurs obtenues avec 50fg en rouge (Fig.  24). 
Les équations des droites ainsi que les valeurs R2 et l’efficacité sont reportées en haut à 
droite de chaque graphique.  
 
Des gammes de quantifications linéaires sont obtenues entre 10 et 105 copies 
(gamme standard de produit PCR) et entre 500fg et 5ng (5*106fg) (Fig. 23, Fig. 24). Les 
efficacités de réaction obtenues sur les deux types de matrice dans les gammes décrites sont 
proches (96,41 et 90,92%) et les coefficients de corrélation R2 des droites de régression sont 
supérieurs à 0,990 (0,995 et 0,999). 
Chap III  Résultats 
88 
 
 
Figure 24: Profils d’amplification et de fusion des produits du couple PalQF-ROX/PalQR en 
technologie Plexor. Le panneau supérieur représente les profils d’amplification obtenus 
sur une gamme de dilution d’ADN fongique (P.al CBS 100398) au 1/10 (5ng à 50fg). Les 
profils de fusion des produits respectifs sont représentés dans le panneau inferieur. Les 
profils obtenus avec des quantités en matrice comprise entre 5ng et 500fg sont 
représentés en bleu, ceux obtenus avec 50ng en rouge et ceux obtenus avec 10 000 copies 
du produit PCR du gène de la beta-tubuline (104 Standard) sont représentés en jaune. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chap III  Résultats 
89 
 
2.3. BobQ 
 
Avec les amorces BobQF /BobQR-ROX, un fragment PCR unique de Tm égale à 84,4°C (+/- 
0,5°C) est observé sur ADN fongique (B.obtusa CBS 119049) et produits PCR. 50fg d’ADN 
fongique peut donner lieu à des amplifications valides, néanmoins celles-ci ne sont pas 
reproduites dans trois essais consécutifs (Fig. 25, Fig. 26). Les amplitudes des courbes de 
fusion associées aux amplifications sur de faibles quantités de matrice (50fg et 500fg) sont 
plus faibles que celles obtenues pour d’autres concentrations, mais franchissent le seuil 
requis pour leurs validations. 500fg a été retenu comme limite de détection pour le couple 
BobQ sur D.seriata (CBS 119049). Aucune amplification n’est observée dans le contrôle 
négatif. 
 
 
Figure 25: Gamme de quantification linéaire et efficacité du couple BobQF/BobQR-ROX. 
Les droites de régression linéaire obtenues sur les gammes au 1/10 de produits PCR 
(gauche) et d’ADN génomique (droite) sont présentées. Pour les ADN fongiques, les 
valeurs comprises entre 500fg et 5ng sont reportées en bleu et les valeurs obtenues avec 
50fg en rouge (Fig. 26). Les équations des droites ainsi que les valeurs R2 et l’efficacité sont 
reportées en haut à droite de chaque graphique. 
 
Des gammes de quantifications linéaires sont obtenues entre 10 et 105 copies (gamme 
standard de produits PCR) et entre 500fg et 5ng (5.106fg). Les coefficients de corrélation 
associés R2 aux droites de régression sont supérieurs à 0,990, (0,998 et 0,999). Les droites 
des calibrations obtenues sur les deux types de matrice ont des pentes de -3,46 et -3,47 ; et 
correspondent à des efficacités de réaction de 94,61 et 94,20%  pour la gamme produits PCR 
et d’ADN fongique respectivement (Fig. 25).  
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Figure 26: Profils d’amplification et de fusion des produits du couple BobQF /BobQR-ROX 
en technologie Plexor. Le panneau supérieur représente les profils d’amplification obtenus 
sur une gamme de dilution d’ADN fongique (D.seriata CBS 119049) au 1/10 (5ng à 50fg). 
Les profils de fusion des produits respectifs sont représentés dans le panneau inférieur. Les 
profils obtenus avec des quantités en matrice comprise entre 5ng et 500fg sont 
représentés en bleu, ceux obtenus avec 50ng en rouge et ceux obtenus avec 10 000 copies 
du produit PCR du gène de la beta-tubuline (104 Standard) sont représentés en jaune.  
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2.4. BpvQ 
 
Avec les amorces BpvQF-TAMRA/BpvQR, un fragment PCR unique de Tm égale à 85,4°C 
(+/- 0,5°C) est observé sur ADN fongique (B.parva CBS 110301) et produits PCR. Avec 50fg 
d’ADN fongique des amplifications valides peuvent être observées, néanmoins celles-ci ne 
sont pas reproduites dans trois essais consécutifs (Fig. 27, Fig. 28). Pour cette concentration, 
deux amplifications sur trois sont observables. Néanmoins, seule une des amplifications est 
associée à un profil de fusion franchissant la valeur seuil, et est donc validée comme 
positive. L’autre amplification présente un profil de fusion qui semble a priori valide, mais 
dont l’amplitude est trop faible  pour sa validation. La masse de 500fg d’ADN fongique 
(B.parva CBS 110301) a été retenue comme limite de détection pour le couple BpvQ. Aucune 
amplification n’est observée dans le contrôle négatif. 
 
 
Figure 27: Gamme de quantification linéaire et efficacité du couple BpvQF-TAMRA/BpvQR. 
Les droites de régression linéaire obtenues sur les gammes de dilution au 1/10 de produits 
PCR (droite) et d’ADN génomique (gauche) sont présentées. Pour les ADN fongiques, les 
valeurs comprises entre 500fg et 5ng sont reportées en bleu et les valeurs obtenues avec 
50fg en rouge (Fig. 28). Les équations des droites ainsi que les valeurs R2 et l’efficacité sont 
reportées en haut à droite de chaque graphique. 
 
Des gammes de quantifications linéaires sont obtenues entre 10 et 105 copies 
(gamme standard de produits PCR) et entre 500fg et 5ng (5.106fg). Les coefficients de 
corrélation associés R2 aux droites de régression sont de 0,997 et 0,999). Les droites des 
calibration obtenues indiquent des efficacités de réaction de 93,07 et 95,53%  pour la 
gamme produits PCR et d’ADN fongique respectivement.  
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Figure 28: Profils d’amplification et de fusion des produits du couple BpvQF-
TAMRA/BpvQR en technologie Plexor. Le panneau supérieur représente les profils 
d’amplification obtenus sur une gamme de dilution d’ADN fongique (B.parva CBS110301) 
au 1/10 (5ng à 50fg). Les profils de fusion des produits respectifs sont représentés dans le 
panneau inférieur. Les profils obtenus avec des quantités en matrice comprise entre 5ng et 
500fg sont représentés en bleu, ceux obtenus avec 50ng en rouge et ceux obtenus avec 
10 000 copies du produit PCR du gène de la beta-tubuline (104 Standard) sont représentés 
en jaune.  
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2.5. ElQ 
 
Les amorces ElQF et ElQR produisent un fragment PCR unique de Tm égale à 80,4°C (+/- 
0,5°C) sur ADN fongique (E.lata CBS 208.87) et produits PCR. Aucune amplification n’est 
observée dans le contrôle négatif. Pour 50fg d’ADN fongique, des amplifications sont 
observables, mais ne sont pas reproductibles dans trois essais consécutifs (Fig. 26, Fig. 27). 
Les courbes de fusion associées à ces amplifications et à celle obtenue avec 500fg ont des 
amplitudes faibles par rapport aux autres concentrations. Bien qu’ayant des amplitudes 
faibles, les profils de fusion obtenus avec 50 et 500fg d’ADN franchissent le seuil et sont 
donc valides. La masse de 500fg d’ADN fongique (E.lata CBS 208.87) a été retenue comme 
limite de détection pour le couple ElQ.  
 
 
Figure 29: Gamme de quantification linéaire et efficacité du couple ElQF/ElQR-FAM. Les 
droites de régression linéaire obtenues sur les gammes de dilution au 1/10 de produits 
PCR (droite) et d’ADN génomique (gauche) sont présentées. Pour les ADN fongiques, les 
valeurs comprises entre 500fg et 5ng sont reportées en bleu et les valeurs obtenues avec 
50fg en rouge (Fig. 30). Les équations des droites ainsi que les valeurs R2 et l’efficacité sont 
reportées en haut à droite de chaque graphique. 
 
Les droites des calibrations obtenues sur les deux types de matrice ont des pentes de 
-3,56 et -3,67 ; et correspondent à des efficacités de réaction de 91,69 et 87,15% pour la 
gamme de produits PCR et d’ADN fongique, respectivement. Les coefficients de corrélation 
associés aux droites de régression sont supérieurs à 0,990 (0,997 et 0,999). Ces valeurs sont 
obtenues dans des gammes de quantifications linéaires respectives de 10 à 105 copies et 
500fg à 5ng (Fig. 29).   
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Figure 30: Profils d’amplification et de fusion des produits du couple ElQF/ElQR-FAM en 
technologie Plexor. Le panneau supérieur représente les profils d’amplification obtenus 
sur une gamme de dilution d’ADN fongique (E.lata CBS 208.87) au 1/10 (5ng à 50fg). Les 
profils de fusion des produits respectifs sont représentés dans le panneau inférieur. Les 
profils obtenus avec des quantités en matrice comprise entre 5ng et 500fg sont 
représentés en bleu, ceux obtenus avec 50ng en rouge et ceux obtenus avec 10 000 copies 
du produit PCR du gène de la beta-tubuline (104 Standard) sont représentés en jaune.  
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3. Evaluation de la sélectivité des couples d’amorces sur 
souches fongiques pures 
3.1. Evaluation de la spécificité sur souches fongiques 
 
La sélectivité a été évaluée pour chaque couple d’amorces en utilisant des ADN extraits 
d’espèces phylogénétiquement proches de leurs espèces cibles respectives. Les résultats 
obtenus pour chaque couple sont présentés tableau 6.  
 
o Le couple PchQ a été testé sur des espèces représentatives des différents genres, 
P.ch étant la seule espèce du genre Phaeomoniella ayant été isolée sur vigne. Le 
couple s’est montré spécifique à P.chlamydospora dans nos essais (Tab. 6). 
 
o Pour PalQ, seule la souche P.al CBS 100398 permet d’obtenir une amplification 
parmi les douze autres espèces testées, dont six du genre Phaeoacremonium, 
P.iranianum (CBS 101357), P.viticola (CBS 101738), P. mortoniae (CBS 101585), 
P.austroafricanum (CBS 114993), P.parasiticum (CBS 113585), P.scolytii (CBS 
113593). Aucune amplification n’est observée sur ADN extrait de plante. PalQ est 
donc confirmé comme étant spécifique au niveau de l’espèce (Tab. 6).  
 
o Pour BobQ, la spécificité dans le genre Diplodia a été évaluée par rapport à 
D.mutila (CBS 112553). Le couple permet de discriminer ces deux espèces (Tab. 
6). D.corticola n’a pas ici été testé, au vu des mutations similaires existantes au 
niveau des sites d’amorçages de BobQ. La spécificité de réaction observée avec le 
couple BobQ devrait donc permettre d’établir un diagnostic suffisamment précis 
pour la détermination de l’espèce sur vigne.  
 
o Pour BpvQ, toutes les espèces susceptibles d’être amplifiées n’ont pas été 
testées. Les espèces ont ici été choisies afin de refléter un nombre croissant de 
mutations au niveau des sites d’amorçages et ainsi évaluer l’impact de celles-ci 
sur la détection des espèces. B.lutea et B.eucalyptorum présentent des valeurs de 
Ct différentes de celles de B.parva et B.australis. Cette augmentation de la valeur 
du Ct, pour une même quantité d’ADN, traduit théoriquement une diminution de 
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l’efficacité de la réaction. Sur la base des Ct, celle-ci est corrélée avec le nombre 
de mutations non-discriminantes au niveau des sites d’hybridation de BpvQF. 
Néanmoins, l’efficacité calculée par la méthode de la droite de calibration indique 
le contraire. Si par cette méthode les efficacités de la réaction pour N.parvum et 
B.australis sont identiques (96,5 et 96,78%), l’efficacité observée avec N.luteum 
parait supérieure (116,90%). Aucune droite de calibration n’a pu être obtenue 
pour N.eucalyptorum, du fait de la non-linéarité des Ct observés sur les 
différentes dilutions (données non-montrées). Une variation de la limite de 
détection est aussi observée pour N.luteum et N.eucalyptorum (5pg et 0,5ng 
respectivement).  
 
o ElQ s’est aussi montré spécifique aux espèces décrites dans l’étude préliminaire. 
Le couple discrimine techniquement la souche E.lata CBS 208.87 de la CBS 
289.87, phylogénétiquement très proche. Le couple ElQ peut donc être considéré 
comme spécifique au groupe décrit comme E.lata sensu stricto (Tab. 6). 
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Tableau 6: Evaluation de la spécificité des couples PchQ, PalQ, BobQ, BpvQ et ElQ sur 
souches fongiques pures. 
Espèce and isolate 
ElQ PchQ PalQ BpvQ BobQ 
Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm Ct Tm 
Contrôle négatif - - - - - - - - - - 
E.lata CBS 208.87 21,4 80,4 - - - - - - - - 
E.flavovirens CBS 272.87 - - 
        
E.leptoplaca CBS 286.87 - - 
        
E.lata CBS 289.87 - - 
        
E.lata var aceris CBS 290.87 - - 
        
P.chlamydospora CBS 239.74 - - 21,7 75,8 - - - - - - 
P.aleophilum CBS 100398 - - - - 22,2 82,1 - - - - 
P.iranianum CBS 101357 
    
- - 
    
P.viticola CBS 101738 - - - - - - - - - - 
P.inflatipes CBS 101585 
    
- - 
    
P.austroafricanum CBS 114993 
    
- - 
    
P.parasiticum CBS 113585 - - - - - - - - - - 
P.scolytii CBS 113593 
    
- - 
    
B.parva CBS 110301 - - - - - - 22,0 85,2 - - 
B.australis CBS 119046 
      
21,8 85,2 - - 
B.lutea CBS 110299 
      
25,3 84,9 - - 
B.eucalyptorum CBS 115791 
      
29,5 84,5 
  
B.obtusa CBS 119049 - - - - - - - - 20,6 84,1 
B.stevensii CBS 112553 - - - - - - - - - - 
B.dothidea CBS 110302 
      
- - - - 
V.vinifera R110 - - - - - - - - - - 
V.vinifera cv.Cabernet Sauvignon - - - - - - - - - - 
Le tableau présente les résultats obtenus (Ct et Tm) sur les souches de référence des 
espèces sélectionnées pour ces tests. Les couples ont aussi été testés entre genre. Les 
tirets (-) représentent les souches pour lesquelles l’absence d’amplification et de profil de 
fusion ont été obtenus. Les cases vides indiquent les souches pour lesquelles les couples 
d’amorces n’ont pas été testés. 
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3.2. Validation de la méthode sur souches fongiques de 
mêmes espèces 
 
L’objectif a ici été de déterminer si les différentes souches étaient détectées et 
quantifiées de manière similaire, mais aussi d’évaluer dans quelles mesures les Tm peuvent 
être considérés comme des marqueurs de l’identité du produit dans nos conditions 
expérimentales. 
3.2.1. Comparaison de la quantification des souches  
 
Ici, une souche constitue un échantillon statistique de trois mesures. Ni l’hypothèse de 
normalité de distribution, ni l’hypothèse d’égalité des variances ne peuvent être ici validées 
sur ces échantillons. Le test non-paramétrique de Kruskal-Wallis (KW) est donc la solution 
statistique la mieux adaptée à l’analyse de variance de ces données.  
Figure 31: Histogramme des valeurs quantitatives en nombre de copies obtenues pour 5ng 
d’ADN de différents isolats de mêmes espèces. Les classes déterminées par l’analyse de 
variance (KW) entre espèces sont indiquées par des lettres minuscules (A). Les moyennes 
et écart-types ont été calculés pour trois mesures. 
 
Les nombres de copies obtenus sur les souches d’une même espèce ont d’abord été 
comparés avec le test de Kruskal-Wallis (KW) (Fig. 31). Les p-values obtenues sont de 0,203 ; 
0,200 ; 0,413 ; 0,360 ; 0,602 pour les groupes de E.lata, P.al, P.ch, B.ob et B.pv 
respectivement. Les souches ne sont donc pas quantifiées de manière significativement 
différente (p>0,05). Une analyse de variance a donc été réalisée en considérant chaque lot 
d’isolat comme un échantillon. Ici le test de KW détecte qu’au moins une espèce est 
significativement différente des autres (p<0,001). Les échantillons ont donc fait l’objet de 
comparaisons multiples par paires et ont été classés par groupe (Fig. 31). P.al est 
significativement différent de E.lata et P.ch mais pas de B.ob et B.pv. Ces deux derniers sont 
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aussi significativement différents de E.lata, mais pas de P.ch. Le plus grand nombre de copies 
a été noté pour E.lata avec une valeur d’environ 300 000 copies pour 5ng d’ADN. P.ch est 
estimé à 180 000 copies, B.ob et B.pv à environ 150 000 copies et P.al 120 000. Même si les 
valeurs observées sont significativement différentes entre certaines espèces, ces valeurs 
restent dans le même ordre de grandeur. Si l’on calcule ici le rapport du poids en matrice 
d’ADN sur le nombre de copies mesuré, on obtient la masse de génome pour une copie. 
Dans l’hypothèse où nos couples d’amorces ciblent une séquence en copie unique, la masse 
d’ADN par copie doit être la masse d’un génome haploïde. Les valeurs ainsi calculées sont de 
l’ordre de quelques dizaines de fg (28, 41, 33, 33 et 17 pour P.ch, P.al, D.se, N.pv et E.lata 
respectivement), et sont parfaitement comparables aux tailles des génomes connus pour 
d’autres champignons ascomycètes (Gregory et al., 2007).  
 
3.2.2. Comparaison des températures médianes des produits PCR 
 
Figure 32: Histogramme des valeurs des Tm associées aux produits d’amplification obtenus 
sur différents isolats de mêmes espèces.  
 
Les Tm des produits PCR ont aussi été traitées statistiquement (Fig. 32). Il est d’abord 
important de noter que l’uniformité de température sur le bloc du thermocycleur utilisé est 
de +/- 0,5°C (données constructeur). Ici, les écarts types des trois mesures sont inférieurs ou 
égaux à 0,1°C pour 21 isolats sur 30. Des différences significatives (p<0,05) sont donc 
aisément détectées au sein des échantillons pour P.al, D.se et N.pv. Les comparaisons 
multiples par paires ne permettent pourtant pas de discriminer une souche de toutes les 
autres. Par exemple, les souches de D.se CBS119049 et Bo2 ont des Tm significativement 
différentes, 83,8 (+/- 0,1) et 84,2°C (+/- 0,058) respectivement, mais ne sont pas 
significativement différentes des Tm des autres souches. De plus, ces variations n’excèdent 
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pas 0,5°C (spécification constructeur), elles ne peuvent donc pas être attribuées aux souches 
elles-mêmes dans nos conditions expérimentales. 
 
 Il a ici été montré que la méthode RT-qPCR développée permet une quantification 
similaire d’une même masse d’ADN provenant de différentes souches d’une même espèce. Il 
a aussi été montré que les  températures médianes des produits PCR ne varient pas entre 
souches et peuvent donc être utilisées comme des marqueurs de la spécificité de réaction. 
 
4. Transfert de la méthode sur plante 
 
La réalisation de l’analyse quantitative sur plants, et plus particulièrement sur bois de 
vigne, constitue la finalité de la première partie de ce travail. La procédure d‘extraction des 
acides nucléiques sur bois peut néanmoins représenter une limite, ce tissu étant pauvre en 
ADN et riche en composés inhibiteurs de la réaction de PCR. La méthode a donc été évaluée 
pour son rendement d’extraction des acides nucléiques, sa répétabilité, aussi que pour la 
présence de phénomène d’inhibition de la réaction. La méthodologie a par la suite été 
appliquée sur des fragments de bois prélevés sur boutures inoculées. 
 
4.1. Validation de la méthode d’extraction d’ADN sur 
bois de vigne 
 
Le bois est un tissu hautement lignifié, de ce fait le ratio masse d’ADN/masse sèche est 
faible, comparativement à d’autres tissus, comme le limbe des feuilles par exemple. De plus, 
ce tissu est riche en composés inhibiteurs de PCR (composés phénoliques, polysaccharides) 
(Asif and Cannon, 2005). Les résultats présentés ici ont été obtenus avec un kit commercial 
de la marque QIAGEN. Cependant, le tampon d’extraction fourni par le fabricant n’est pas 
adapté pour l’extraction des acides nucléiques du bois. Pour cette raison, la première étape 
d’extraction a été réalisée dans un tampon adapté de la méthode de Doyle et Doyle (Doyle 
and Doyle, 1987), et plus amplement décrite dans le chapitre « matériels et méthodes ».   
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4.1.1. Evaluation du rendement d’extraction 
 
Le rendement d’extraction détermine la quantité d’ADN pouvant être extraite d’une 
masse de matrice brute, en l’occurrence de bois de vigne lyophilisé. Les quantités en matrice 
utilisées dans le kit commercial n’excèdent pas 100mg. La quantité d’ADN extrait pour cette 
masse de tissu doit être suffisante pour permettre une analyse. De plus, la répétabilité de la 
méthode doit aussi être évaluée, afin de valider la procédure pour son utilisation en routine.  
 
Tableau 7: Evaluation du rendement d’extraction d’ADN de bois de vigne. 
Echantillon Concentration en ADN 
(ng/µL) 
Masse totale 
d’ADN (ng) 
Rendement 
d’extraction 
(µg d’ADN par g de 
bois) 
1 13,3 665 6,4 
2 13,0 651 6,2 
3 13,8 689 6,5 
4 15,1 754,5 7,0 
5 14,5 726,5 6,8 
6 13,6 678 6,4 
Moyenne 13,9 694 6,5 
 
Le protocole d’extraction permet de purifier 50µl d’ADN d’une concentration de 
14ng/µl, soient environ 700ng d’ADN total à partir de 100mg de matière sèche (Tab. 7). Les 
résultats obtenus sur 6 échantillons consécutifs (sarment aouté) indiquent que la méthode 
d’extraction permet l’obtention de 6,5 µg d’ADN/g de bois sec, et ce, de manière 
reproductible (+/-6%).    
4.1.2. Evaluation de la présence d’inhibition PCR 
 
Des tests d’inhibition ont été réalisés avec 10ng d’ADN extrait (Fig. 10). Cette quantité de 
matrice est similaire à celle utilisée par d’autres équipes pour l’analyse d’ADN extrait de bois 
de vigne par PCR (Aroca and Raposo, 2007). Les tests d’inhibitions consistent à déterminer si 
la solution d’ADN extraite du bois affecte la réaction PCR. Ce phénomène se traduit par une 
baisse de l’efficacité de réaction, et par conséquent, une augmentation de la valeur du Ct 
observé pour une cible en quantité connue. 
 
Chap III  Résultats 
102 
 
 
Figure 33: Evaluation de l’inhibition PCR induite par le procédé d’extraction des acides 
nucléiques du bois. Les profils d’amplification et de fusion ont été obtenus avec le couple 
PalQ-ROX. Les courbes en rouge représentent les amplifications observées sur la solution 
standard à 104  copies. Les courbes bleues correspondent à celles obtenues avec la même 
solution standard (104  copies) et 10ng d’ADN extrait du bois de vigne avec la méthode 
décrite.  
 
Ces essais ont été réalisés avec le couple d’amorces (PalQ-ROX) sur les 6 extractions 
d’ADN présentées précédemment (Tab. 7). L’ajout de 10ng d’ADN extrait de bois de vigne 
n’induit pas de variation des Ct observés pour 10 000 copies de la β-tubuline de P.al (Fig. 33). 
Nous pouvons conclure que l’utilisation de 10ng d’ADN, extrait avec la méthode décrite, ne 
génère pas de phénomène d’inhibition PCR.  
 
Par extension, la quantification absolue des ADN des espèces ciblées via une calibration 
réalisée sur ADN fongique ou produit PCR peut donc être réalisée sur des ADN extraits de 
bois.   
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4.2. Validation de la méthode sur plants inoculés   
 
Des boutures de vigne (Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon) ont été utilisées afin 
d’évaluer la méthode sur plante. Les boutures ont été élevées en serre et prélevées 8 
semaines post inoculation. Une rondelle de bois de 10 mm d’épaisseur a été prélevée 5mm 
au dessus de la zone d’inoculation et analysée. Dix plants par couple d’amorces (5 contrôles 
et 5 plants inoculés) ont été utilisés pour cet essai. Les analyses ont été réalisées en 1-plexe 
avec 10ng d’ADN extrait.  
 
Figure 34: Histogramme des valeurs brutes en nombre de copies obtenues pour 10ng 
d’ADN extrait de plants inoculés.  Les classes déterminées par l’analyse statistique sont 
indiquées par des lettres.  
 
Seules les plantes inoculées avec les champignons ont été diagnostiquées positives (Fig. 
34). Pour chaque condition, les produits PCR amplifiés ont présentés des profils et des 
températures de fusion identiques à ceux obtenus sur ADN fongique pure. Le plus faible 
niveau de détection a été observé pour E.lata, avec seulement un échantillon quantifiable, 
trois contenants des traces, et un négatif. Le faible niveau de détection observé pour E.lata 
est probablement dû à sa lente progression dans le bois, ainsi qu’aux conditions climatiques 
défavorables (chaudes et sèches) à l’installation de ce champignon lors de cet essai. 
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Pour tous les autres champignons testés, des quantifications ont pu être réalisées sur les 
cinq plantes inoculées (Fig. 31). Les plus fortes valeurs sont observées pour P.al (2500 
copies/10ng), puis pour N.pv (1300), P.ch (800) et D.se (500). De par la grande variabilité 
observée entre plantes d’un même lot, des différences quantitatives significatives n’ont pu 
être mises en évidence qu’entre peu d’espèces. E.lata est significativement différent de P.al  
et de N.pv alors que D.se n’est différent que de P.al. N.pv et P.al ne sont pas 
significativement différents entre eux (Fig. 34).  
 
En définitive, la méthode développée permet la détection et la quantification des ADN 
des différents agents dans des échantillons de bois provenant de plants infectés. 
 
5. Conclusions 
 
L’objectif de la première partie de ce travail était de développer et de valider une 
procédure permettant la quantification de cinq agents associés aux maladies du bois de la 
vigne par RT-qPCR. 
 
Le gène de la β-tubuline a été choisi car il est présent en nombre de copies unique et fixe 
par génome haploïde chez les champignons ascomycètes, contrairement aux séquences des 
ADN ribosomiques. Toutefois, la variabilité interspécifique de ce gène ne permet pas 
l’obtention de couples d’amorces théoriquement spécifiques à l’espèce pour D.se et N.pv.  
 
Les couples d’amorces conçus permettent des performances de réaction PCR propres à 
leurs utilisations en RT-qPCR, soit : 
 
-l’amplification d’un fragment PCR unique sur ADN fongique 
-une efficacité de réaction comprise entre 90 et 105% 
-une gamme de quantification linéaire  
 
L’utilisation de souches fongiques pures a permis de confirmer les résultats prédits lors 
de l’analyse bioinformatique. La méthode développée permet de quantifier différentes 
souches d’une même espèce de manière similaire. De plus, les valeurs observées entre 
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champignons sont du même ordre de grandeur, et ne sont pas significativement différentes 
dans de nombreux cas lors de comparaison par paires. Les masses déduites par génomes 
haploïdes (de 17 à 41fg) sont tout à fait cohérentes avec les masses des génomes connues 
chez les ascomycètes, mais ne peuvent être cependant considérées ici comme exactes. La 
limite de détection de la méthode est de 500fg d’ADN fongique par réaction pour les cinq 
champignons. 
 
La méthode d’extraction des ADN utilisés pour le bois de vigne permet l’extraction 
d’environ 700ng d’ADN de 100mg de tissu sec, et ce de manière reproductible. L’utilisation 
de 10ng d’ADN par analyse n’induit pas de phénomène d’inhibition, et par conséquent de 
biais de quantification de l’ADN de ces agents dans des ADN extraits de bois de vigne. 
 
La méthodologie ici développée permet donc une détection et une quantification 
absolue de ces agents dans des échantillons de bois de vigne en condition contrôlée. Il est 
maintenant nécessaire de déterminer si la méthode permet d’établir un diagnostic 
spécifique de la présence des agents ciblés dans les plants en condition de terrain.
 106 
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Chapitre IV – Validation de la méthode RT-qPCR 
pour la détection et la quantification des agents 
pathogènes dans le bois de jeunes plants issus de 
pépinière viticole 
 
La seconde partie de ce travail de thèse a consisté à la validation de tests RT-qPCR pour 
la détection et la quantification des agents pathogènes (P.ch, P.al, D.se et N.pv/N.ribis) dans 
le bois de jeunes plants issus de pépinière viticole.  
 
Dans un premier temps, cinq couples  d’amorces (PchQ, PalQ, BobQ, BpvQ, Vvactin) ont 
été évalués pour leurs utilisations dans des tests 3-plexes en technologie Plexor, d’après les 
performances déduites des droites de calibration. Dans un second temps, deux de ces tests 
3-plexes ont été évalués sur jeunes plants en condition de terrain.  
 
1. Développement de tests multiplexes 
 
Le développement d’un test multiplexe permet la détection simultanée de plusieurs 
agents pathogènes dans une même réaction. Elle permet donc une réduction des coûts et 
des temps d’analyse, et l’introduction d’un contrôle positif dans chaque réaction sous la 
forme d’une référence endogène. L’introduction d’un couple d’amorce amplifiant le matériel 
végétal, en l’occurrence le gène nucléaire de l’actine 1 de vigne (Vvactin) a donc été réalisée  
dans ces tests 3-plexes. Les performances individuelles de chaque couple ont été comparées 
en condition de 1-plexe et de 3-plexe (deux couples d’amorces fongiques (TAMRA et ROX) + 
Vvactin FAM). 
 
1.1. Détermination des performances du couple 
d’amorces associé à la référence endogène (Vvactin) 
 
Le couple d’amorces choisi ici comme référence endogène cible une séquence du 
chromosome 8 chez les espèces séquencées du genre Vitis (Reid et al., 2006). Celle-ci 
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correspondant au gène de l’actine 1, et est appelé ici Vvactin. Les amorces VvactinF et 
VvactinR ont des tailles de 22 et 23 nucléotides et produisent un fragment PCR de 178 pb sur 
ADN génomique.  
 
 
Figure 35: Gamme de quantification linéaire et efficacité du couple d’amorce VvactinF-
FAM/VvactinR. Les droites de régression linéaire présentées ont été obtenues sur les 
gammes de dilution au 1/10 de produits PCR (Fig. 36). L’équation de la droite de régression 
ainsi que les valeurs R2 et l’efficacité sont reportées en haut à droite du graphique. 
 
 
Figure 36: Profils d’amplification et de fusion des produits du couple Vvactin-FAM en 
technologie Plexor. Le panneau supérieur représente les profils d’amplification obtenus 
sur la gamme de produits PCR d’actine de vigne au 1/10 (102 à 106 copies). Les profils de 
fusion des produits respectifs sont représentés dans le panneau inférieur. Les profils 
obtenus pour le calcul de la  droite standard sont représentés en bleu, et le profil obtenu  
pour le contrôle négatif en vert. 
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L’efficacité de réaction observée pour VVactin-FAM est comparable aux autres couples 
présentés précédemment (Fig. 21, 23, 25, 27, 29 et 35). La droite de calibration obtenue 
entre 102 et 106 copies présente un R2 supérieur à 0,990 et indique une efficacité de réaction 
d’environ 95% (93,76%). 
 
Les amplifications obtenues présentent des profils typiques de courbes de RT-qPCR (Fig. 
18). Les profils de fusion indiquent l’amplification d’un produit PCR unique sur ADN 
génomique de vigne et produit PCR (actine). La Tm des produits PCR obtenus est de 78,7°C 
(+/- 0,5°C). Aucune amplification n’est observée dans le contrôle négatif (H2O).   
 
1.2. Développement de tests 3-plexes 
 
Trois tests 3-plexes, contenant deux couples d’amorces associés aux champignons et la 
référence interne ont été évalués : 
 
o PchQ-TAMRA / PalQ-ROX / Vvactin-FAM 
o PchQ-TAMRA / BobQ-ROX / Vvactin-FAM 
o BpvQ-TAMRA / PalQ-ROX / Vvactin-FAM 
 
1.2.1. Comparaison des profils d’amplification et de fusion en 1-
plexe et 3-plexe  
 
Dans ces conditions, une lecture claire des profils d’amplifications et de fusions relatifs à 
chaque couple/fluorophore, ainsi que l’obtention de performances satisfaisantes (efficacité, 
gamme de quantification) nécessitent l’optimisation des concentrations en amorces. Des 
résultats similaires ayant été obtenus sur les trois 3-plexes (Tab. 8), le 3-plexe « PchQ-
TAMRA / PalQ-ROX / Vvactin-FAM » a ici été pris comme exemple (A. Fig.3, 4, 5). 
 
Les profils présentent les caractéristiques typiques d’une courbe d’amplification RT-qPCR 
(A. Fig. 3, A. Fig. 4, A. Fig. 5), soit une phase exponentielle, une phase linéaire et un plateau. 
Toutefois, les profils d’amplification observés dans le filtre FAM (Vvactin) pour les standards 
présentent des phases linéaires de pente faible (Fig. 37).  
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Figure 37: Comparaison des profils d’amplification obtenus avec Vvactin en 1-plexe et en 
3-plexe. Les courbes d’amplifications ont été obtenues avec la solution standard à 104 
copies en 1-plexe (jaune), en 3-plexe sans les amorces non-marquées pour les couples 
fongiques (TAMRA, ROX), et en condition 3-plexe usuelle.  
 
Ce phénomène n’étant pas observé pour les profils associés aux échantillons (A Fig. 5), il 
est probablement dû à une moins bonne interprétation de la fluorescence propre à FAM, 
lorsque l’ensemble des couples de la réaction produisent un amplicon, et que la 
fluorescence varie simultanément dans les trois canaux. Cette hypothèse est appuyée par le 
fait que ce phénomène n’est pas observé lorsque les amorces antisens relatives aux couples 
d’amorces fongiques ne sont pas introduites dans le milieu réactionnel (Fig. 37). Cependant, 
bien qu’une déviation des Ct ne semble pas être observée (Fig. 37), il est tout de même 
nécessaire de vérifier si ce phénomène n’induit pas de modification de quantification in fine, 
de par une mauvaise lecture des signaux propres à FAM lors de la calibration.  
 
Les courbes de fusion associées à chaque couple d’amorces consistent en un pic unique 
(A. Fig. 3, A. Fig. 4, A. Fig. 5). Dans les contrôles négatifs pour les couples PalQ-ROX (Fig. 
35A), on note la présence de produits aspécifiques associés à des amplifications tardives 
(inférieures à 10 copies). Toutefois, ces produits aspécifiques présentent des profils de 
fusion de faible amplitude, et leurs Tm sont clairement différentes de celles attendues pour 
un diagnostic positif avec PalQ (A. Fig. 4). De plus l’apparition tardive de ces produits 
n’affecte pas la gamme de quantification linéaire de la réaction pour ce couple (A. Fig. 4).  
 
Pour Vvactin, les Tm des produits obtenus sur les standards et les échantillons de plantes 
sont nettement différents, avec des Tm respectives de 78,6 et 77,6 °C (+/- 0,5°C) (A. Fig. 5). 
Les profils observés présentant des pics uniques sur les deux types de matrices, les réactions 
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peuvent être considérées comme spécifiques dans les deux cas. Cette différence de Tm est 
due à l’utilisation de la séquence de l’ADN complémentaire du transcrit de l’actine pour les 
standards. Cette variation n’a donc pas été considérée comme problématique, comme cela 
aurait pu l’être pour les couples d’amorces fongiques. 
 
1.2.2. Comparaison de la mesure de la référence endogène en 1-
plexe et 3-plexe 
 
Une comparaison de la mesure propre à Vvactin a été réalisée avec les 3-plexes 
(PchQ/BobQ/Vvactin) et (PalQ/BpvQ/Vvactin) dans les conditions présentées précédemment 
(Fig. 37), soit en 1-plexe, en 3-plexe sans amorces antisens pour les couples d’amorces 
fongiques, et en 3-plexe dans les conditions usuelles (Fig. 38). 
 
Figure 38: Comparaison de la mesure de la référence endogène Vvactin en condition de 1-
plexe et de 3-plexe. Les valeurs quantitatives obtenues pour 3 mesures par condition ((A) 
1-plexe, (B’) et (C’) 3-plexe (PchQ/BobQ/Vvactin) et (PalQ/BobQ/Vvactin) sans amorces 
antisens pour les couples fongiques, (B) et (C) 3-plexe (PchQ/BobQ/Vvactin) et 
(PalQ/BobQ/Vvactin)) sont présentées pour 3 échantillons (1, 2, 3) ainsi que leurs 
moyennes. La classification obtenue par l’analyse statistique par paires sur les moyennes 
est indiquée par des lettres minuscules (P<0,05).  
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Les résultats indiquent que des variations d’environ 30% peuvent être observées pour 
certains échantillons, en l’occurrence l’échantillon 3, sans pour autant l’être de manière 
significative dans toutes les conditions. La moyenne obtenue en condition C (3-plexe 
PalQ/BpvQ/Vvactin) semble légèrement supérieure à celle observée dans les autres 
conditions. Toutefois, aucune différence significative entre les moyennes n’est mise en 
évidence par le test KW (p=0,092).    
 
Les résultats indiquent qu’une variabilité peut exister entre échantillons, et entre 
multiplexes. Cependant ces variabilités sont comparables à celles observées en condition de 
1-plexe sur souches fongiques pures (Fig. 38), et les moyennes sur trois échantillons 
indépendants ne sont pas significativement différents. Ces résultats peuvent donc être la 
conséquence de la variabilité générale de la méthode, due au dosage des ADN extraits 
cumulée à l’incertitude de quantification RT-qPCR.     
 
1.2.3. Comparaison des droites de calibration en 1-plexe et 3-plexe 
 
Tableau 8: Equation des droites de calibration obtenues en conditions 3-plexe. 
3-plexe1 équation R2 Eff. (%) 
PchQ Y=-3,20x + 37,74 0,999 105,35 
BobQ  Y=-3,41x + 39,65 0,998 98,62 
Vvactin Y=-3,27x + 39,37 0,999 102,21 
 
3-plexe2 équation R2 Eff. (%) 
BpvQ Y=-3,21x + 37,45 0,998 104,89 
PalQ  Y=-3,42x + 38,22 0,998 96,06 
Vvactin Y=-3,34x + 41,52 0,997 99,25 
 
 
 
 
 
Les résultats présentés ici ont été obtenus sur des gammes de dilution au 1/10 entre 10 et 
105 pour les couples d’amorces fongiques et 100 et 106 copies pour la référence endogène 
Vvactin. 
 
Les droites de calibration obtenues indiquent des efficacités de réaction en 3-plexe 
comparables à celles observées en 1-plexe, pour tous les couples d’amorces, et les trois 3-
plexes (Fig.  21, 23, 25, 27, 29, 36, Tab. 8). Cette approche confirme que le multiplexage 
3-plexe3 équation R2 Eff. (%) 
PchQ Y=-3,39x + 37,33 0,996 97,30 
PalQ  Y=-3,55x + 38,29 0,992 91,45 
Vvactin Y=-3,60x + 40,34 0,988 89,62 
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n’affecte pas les performances de réaction intrinsèques à chaque couple en condition de 3-
plexe.   
 
2. Validation de la spécificité des couples d’amorces sur 
plants issues de terrain  
 
Deux tests 3-plexes (3-plexe1 et 3-xplexe2, Cf. Tab. 8) ont été évalués pour la détection 
de P.ch, P.al, D.se et N.pv/N.ribis en condition de terrain sur jeunes plants. 50 plants ont été 
utilisés pour cet essai, cette quantité représentant une unité minimale de plants délivrée par 
les pépiniéristes aux viticulteurs. Deux zones anatomiques représentant deux plaies 
consécutives à la fabrication des plants greffés-soudés, la soudure et le talon, et connues 
pour renfermer des microflores distinctes, ont été analysées. Afin de confirmer la spécificité 
de la méthode, les produits PCR obtenus sur les échantillons identifiés positifs ont été 
séquencés. 
 
2.1. Evaluation de la spécificité de la méthode RT-qPCR 
3-plexe en condition de terrain 
2.1.1. PchQ 
 
Sur la grande majorité des échantillons, des amplifications tardives ont été 
observées, cependant elles ne sont pas associées à des profils de fusion valides (Fig. 39). 
Pour 13 échantillons, 2 dans la soudure et 11 dans le talon, des amplifications sont associées 
à des profils de fusion indiquant des produits PCR uniques, ayant des Tm correspondant à 
celles observées sur la β-tubuline de P.ch (Fig. 39)  
Figure 39: Profils de fusion des produits PCR obtenus avec PchQ (filtre TAMRA) sur ADN 
extraits des soudures de jeunes plants dans les 3-plexe1. Les courbes en jaune 
représentent les profils obtenus sur les standards. Les courbes rouges et bleues 
représentent respectivement les échantillons positifs et négatifs.  
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Le séquençage partiel de ces produits avec l’amorce PchQR  permet d’identifier 6 
bases de la région amplifiée entre les amorces (A. Fig. 6A) en 3’ de PchQF. Cette séquence 
correspond à celle attendue pour une amplification de la β-tubuline de P.ch. 
2.1.2. PalQ 
 
Comme pour PchQ, des amplifications tardives peuvent être observées (Fig. 40), 
cependant elles ne présentent pas de profil de fusion valide (Tm=82,2°C). Au total, 26 
échantillons, 6 soudures et 20 talons ont présenté des amplifications associées à des profils 
de fusion valides (Tm=82,2°C).   
  
Figure 40: Profils de fusion des produits PCR obtenus avec PalQ (filtre ROX) sur ADN 
extraits des soudures de jeunes plants dans les 3-plexe2. Les courbes en jaune 
représentent les profils obtenus sur les standards. Les courbes rouges et bleues 
représentent respectivement les échantillons positifs et négatifs.  
 
Le séquençage des produits avec l’amorce PalQR permet d’obtenir la séquence d’un 
fragment de 17 nucléotides en 3’ de PalQF. Les séquences ainsi obtenues correspondent à 
celles attendues pour une amplification de la β-tubuline de P.al sur les 26 échantillons 
retenus positifs d’après leurs profils de fusion (A. Fig. 6B). 
 
2.1.3. BobQ 
 
Pour BobQ, 15 échantillons, 13 soudures et 2 talons, ont présenté des amplifications 
associées à des profils de fusion d’amplitude et de Tm valides (84,2°C), (Fig. 41). Le 
séquençage direct des produits PCR avec BobQF permet d’obtenir la séquence d’un 
fragment de 28 nucléotides en 3’ de BobQR (A. Fig. 7A). La séquence correspond à celle 
attendue pour une amplification de la β-tubuline de D.se, pour les 15 échantillons.  
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Figure 41: Profils de fusion des produits PCR obtenus avec BobQ (filtre ROX) sur ADN 
extraits des soudures de jeunes plants dans les 3-plexe1. Les courbes en jaune 
représentent les profils obtenus sur les standards. Les courbes rouges et bleues 
représentent respectivement les échantillons positifs et négatifs.  
 
2.1.4. BpvQ 
 
21 échantillons ont été identifiés positifs avec le couple BpvQ, 14 soudures et 7 
talons. Les profils de fusion des produits PCR associés à ces échantillons indiquent des 
produits PCR uniques dont les températures médianes correspondent à celle attendue (Fig. 
42). Le séquençage direct des produits PCR avec l’amorce BpvQF permet l’obtention de 36 
nucléotides en 3’ de BpvQR (A. Fig. 7B). Les séquences correspondent ici à la séquence  de la  
β-tubuline des espèces du genre Neofusicoccum sur les 21 échantillons.  
 
 
Figure 42: Profils de fusion des produits PCR obtenus avec BpvQ (filtre TAMRA) sur ADN 
extraits des soudures de jeunes plants dans les 3-plexe2. Les courbes en jaune 
représentent les profils obtenus sur les standards. Les courbes rouges et bleues 
représentent les échantillons positifs et négatifs respectivement.  
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2.1.5. Vvactin 
 
Les profils de fusion associés aux standards et aux échantillons ont des Tm 
significativement différents, avec respectivement 78,7 et 77,6°C (Fig. 43). Les profils 
présentant des pics uniques, il a été considéré que le couple Vvactin était spécifique au 
matériel végétal dans ces conditions d’expérimentation, et les produits PCR n’ont pas été 
séquencés.   
 
 
Figure 43: Profils de fusion des produits PCR obtenus avec Vvactin (filtre FAM) sur les ADN 
extraits des soudures de jeunes plants dans les 3-plexe1 (A) et 3-plexe2 (B).  
 
Les valeurs moyennes mesurées avec Vvactin dans les deux 3-plexes ont été comparées 
sur les 50 soudures. La variabilité moyenne de la mesure, sur trois répétitions indépendantes 
est de 30%, avec un minimum observé de 5% et un maximum de 50% dans les deux 3-plexes. 
On observe un nombre moyen de 1200 copies par ng d’ADN extrait (+/- 26,5%) pour le 3-
plexe1 et 1400 copies par ng (+/- 25%) pour le 3-plexe2 (A. Fig. 8). Les mesures réalisées 
pour Vvactin dans les deux 3-plexes sur un même échantillon sont significativement 
différents dans 18% des cas. Toutefois ces différences n’excèdent 30% que pour 4 plantes (4, 
17, 35, 49). La grande majorité des mesures réalisées pour la référence endogène Vvactin 
dans les deux multiplexes étant statistiquement identiques pour 82% des échantillons, les 
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mesures réalisées pour les champignons ont été normalisés par rapport aux valeurs 
obtenues pour cette référence endogène.  
 
3. Localisations et mesures des agents pathogènes ciblés  
3.1. Phaeomoniella chlamydospora 
 
13 plantes ont été diagnostiquées positives pour P.ch, 2 au niveau de la soudure et 11 au 
niveau du talon (Fig. 44). Les valeurs quantitatives associées aux détections dans la soudure 
sont supérieures à celles observées au niveau du talon. Dans la soudure, les ratios (PchQ / 
Vvactin) sont d’environ 0,02 (soit approximativement 200 copies/10ng d’ADN); alors que 
dans le talon ces valeurs sont inférieures à 0,01 et 4 échantillons sont non quantifiables 
(traces). 
 
 
Plant 
Figure 44: Graphique des ratios PchQ/Vvactin dans les soudures et talons de 50 jeunes 
plants. Seuls les plants diagnostiqués positifs sont indiqués. Les soudures positives sont 
indiquées en rouge et les talons en bleu. L’incertitude de la mesure est indiquée pour 
chaque échantillon quantifiable.   
 
3.2. Phaeoacremonium aleophilum 
 
Sur les 50 plants analysés ici, 21 ont été diagnostiqués positifs pour P.al. 5 plants ont 
été diagnostiqués positifs aux deux niveaux, 1 au niveau de la soudure et 15 au niveau du 
talon uniquement (Fig. 45). Dans le talon, les détections sont associées à des ratios inférieurs 
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à 0,01 ; à l’exception de 2 plants, positifs dans la soudure. 2 échantillons ne présentent que 
des traces. Dans la soudure, des ratios supérieurs ou égaux à 0,01 sont observés pour 5 
échantillons positifs sur 6. La valeur maximale observée est d’environ 0,2. Sur les 5 plants 
diagnostiqués positifs aux 2 niveaux, 4 présentent des ratios identiques dans la soudure et le 
talon.    
 
 
Plant 
Figure 45: Graphique des ratios PalQ/Vvactin dans les soudures et talons de 50 jeunes 
plants. Seuls les plants diagnostiqués positifs sont indiqués. Les  soudures positives sont 
indiquées en rouge et les talons en bleu.  
 
3.3. Diplodia seriata 
 
Etant donné que l’autre espèce susceptible d’être détectée par BobQ, Diplodia pinea, 
n’a jamais été isolée sur vigne, il a été considéré que les détections observées étaient dues 
exclusivement à la présence de l’ADN de Diplodia seriata dans les échantillons. Un plant a 
été diagnostiqué positif aux deux niveaux, une au niveau du talon et douze au niveau de la 
soude uniquement (Fig. 46). Dans les talons, seules des traces sont détectées. Dans la 
soudure, les ratios sont inférieurs ou égaux à 0,01 ; et cinq échantillons ne présentent que 
des traces.  
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Plant 
Figure 46: Graphique des ratios BobQ/Vvactin dans les soudures et talons de 50 jeunes 
plants. Seuls les plants diagnostiqués positifs sont indiqués. Les  soudures positives sont 
indiquées en rouge et les talons en bleu. L’incertitude de la mesure est indiquée pour 
chaque échantillon quantifiable.   
 
3.4. Neofusicoccum spp. 
 
 
Plant 
Figure 47: Graphique des ratios BpvQ/Vvactin dans les soudures et talons de 50 jeunes 
plants. Seuls les plants diagnostiqués positifs sont indiqués. Les  soudures positives sont 
indiquées en rouge et les talons en bleu. L’incertitude de la mesure est indiquée pour 
chaque échantillon quantifiable.   
  
Il a été précédemment montré que le couple BpvQ ne permettait pas une détection 
spécifique à l’espèce. Nous considèrerons ici que les détections sont dues à la présence de 
l’ADN d’espèces du genre Neofusicoccum. 19 plants ont été diagnostiqués positifs avec 
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BpvQ, 7 au niveau du talon et 14 au niveau de la soudure, dont 2 aux deux niveaux (Fig. 47). 
Dans les talons, les détections sont uniquement associées à des traces. Dans la soudure, les 
ratios calculés sont compris entre 0,003 et 0,03 pour 12 échantillons, 2 sont associés à des 
traces. 
 
4. Conclusions 
 
Il a ici été montré que les couples d’amorces développés peuvent être utilisés dans des 
tests 3-plexes en technologie Plexor, comportant deux couples d’amorces fongiques et un 
couple servant de contrôle et de référence endogène.  
 
L’analyse de fusion des produits PCR formés post-amplification, en condition de 
multiplexe avec la technologie Plexor, permet une validation robuste de l’identité des 
fragments amplifiés, ces derniers pouvant être reproduits en 1-plexe et confirmés par 
séquençage dans 100% des cas, y compris pour les traces. Cette approche permet donc 
d’établir un diagnostic spécifique de la présence de l’ADN de P.al, P.ch, D.se et N.pv/N.ribis 
dans les bois de plants provenant de terrain. 
 
Différentes fréquences de détection et de niveaux de colonisation ont été observées 
pour les différentes espèces ciblées dans les soudures et les talons des plants. P.al et P.ch 
ont été plus fréquemment détectés dans le talon que dans la soudure, contrairement aux 
Botryosphaeriaceaes (D.se et N.pv/N.ribis) majoritairement détectés dans la soudure.  
 
Les détections ont ici été associées à des valeurs quantitatives. Pour les 
Botryosphaeriaceaes étudiés, une forte disparité de niveau de détection est observée dans 
la soudure, alors que seules des traces sont détectées dans les talons des plants. Pour P.al et 
P.ch, la majorité des détections sont observées dans les talons des plants, mais en 
association avec de faibles valeurs quantitatives. En contraste, ces agents sont beaucoup 
moins fréquemment détectés dans la soudure, mais avec des niveaux de détections associés 
beaucoup plus forts.    
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Les disparités des niveaux de détection observés entre la soudure et le talon, et les 
différents champignons, résultent probablement de voies de contamination propres aux 
espèces associées à l’esca et au BDA, en pépinière viticole. Cependant des études 
complémentaires sont maintenant nécessaires afin d’établir un lien entre les valeurs 
quantitatives observées et  les origines précises de ces contaminations.
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Chapitre V - Etude de l’interaction in planta de 
deux champignons associés au syndrome de 
l’esca de la vigne, P.aleophilum et 
P.chlamydospora 
 
La troisième partie de ce travail aborde des aspects fondamentaux de l’interaction 
plante-microorganisme et microorganisme-microorganisme, de deux champignons associés 
au syndrome de l’esca, P.al et P.ch.  
 
Bien qu’ayant la même niche écologique, ces deux champignons semblent avoir adopté 
des stratégies différentes afin de coloniser les tissus ligneux de leur hôte (Valtaud et al., 
2009a; Luini et al., 2010). P.ch présente une faible action lignolytique in vitro, contrairement 
à P.al (Valtaud et al., 2009a). Cependant, la phytotoxicité des composés sécrétés par P.ch est 
plus forte que celle des composés sécrétés par P.al (Luini et al., 2010). L’hypothèse selon 
laquelle une coopération entre P.al et P.ch est accomplie in planta a donc été émise, P.ch 
réduisant les défenses de la plante par la sécrétion de toxines puissants, et P.al affectant 
l’intégrité des parois cellulaires (Luini et al., 2010).  
 
Comme nous l’avons vu précédemment, la quantification de ces microorganismes peut 
être accomplie par la méthodologie RT-qPCR développée. Dans un premier temps, cette 
approche quantitative a donc été comparée à la sévérité de symptômes produits par ces 
deux agents pathogènes dans le bois de boutures inoculées.  
 
Dans un second temps, la caractérisation de la réponse du bois et de l’écorce à la 
blessure a été réalisée par microscopie. Le processus de cicatrisation nécessite la production 
de masses importantes de cellules indifférenciées, et la différenciation progressive de ces 
cals en tissus organisés. La réponse de l’écorce à la blessure a donc ici été utilisée comme 
modèle afin d’évaluer les effets de P.al et P.ch, seuls et en co-inoculation, sur la prolifération 
et la différenciation cellulaire in planta. L’effet de la co-inoculation de ces deux champignons 
sur leurs croissances respectives a été déterminé parallèlement par RT-qPCR. 
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1. Production de symptôme et niveau de colonisation de P.al 
et P.ch dans le bois 
 
La production de symptômes et la colonisation dans le bois a été déterminée sur 
boutures de Cabernet Sauvignon inoculées. La méthode d’inoculation utilisée ici consiste à 
introduire un morceau d’agar colonisé par ces champignons dans une plaie faite dans le bois. 
P.al et P.ch produisant une quantité considérable de spores en culture, cette méthode 
génère une inoculation massive du bois. La charge en inoculum étant un facteur de 
virulence, cette méthode doit induire une surinfection des tissus proches en contact avec 
l’inoculum, et exacerber ainsi la colonisation des tissus et la production de symptômes.  
 
 10 semaines post-inoculation, les troncs de 9 plants par modalité ont été fendus 
longitudinalement, et l’extension des symptômes dans le bois a été déterminée. Le tronc des 
plants a ensuite été découpé en tronçon de 10mm et les trois rondelles surmontant le site 
d’inoculation ont été analysées en RT-qPCR.  
 
1.1. Production de symptôme dans le bois  
 
Pour les plants inoculés à blanc (morceaux de milieu PDA stérile), une zone nécrotique 
noirâtre de quelques millimètres est observable en périphérie du site d’inoculation dans le 
bois (Fig. 48). L’écorce de ces plants présente un renflement de part et d’autre du site 
d’inoculation, suggérant un processus de cicatrisation.  
 
Les majorités des plants inoculés avec P.al ne présentent aucun phénotype particulier 
dans le bois, comparativement aux plants contrôles (Fig. 48). Bien que la présence de zones 
nécrotiques et de décolorations brunes soient observées sur quelques millimètres en 
périphérie du site d’inoculation, celles-ci ne sont pas significativement différentes de celles 
observées dans le bois des plants témoins (Fig. 48).  
 
Les plants inoculés P.ch montrent des symptômes sévères. Des stries noirâtres sont 
clairement visibles de part et d’autre du site d’inoculation sur plusieurs centimètres. Ces 
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stries sont particulièrement développées dans la partie externe du xylème et on observe 
l’extension d’une nécrose sous l’écorce, indiquant la formation d’un chancre.          
 
 
Figure 48: Symptômes dans le bois de boutures inoculées par P.al ou P.ch. (A) 
Photographie de coupe longitudinale dans le tronc de bouture 10 semaines post-
inoculation. La flèche indique le site d’inoculation. (B) Graphique indiquant les longueurs 
moyennes des décolorations observées dans les tissus surmontant le site d’inoculation 
pour chaque modalité (n=9).     
 
1.2. Détermination du niveau de colonisation des tissus 
par P.al et P.ch 
 
P.al et P.ch sont détectés dans les trois niveaux analysés (Fig. 49). Pour les deux 
champignons, des nombres de copies décroissants sont observés dans les niveaux de plus en 
plus distants du site d’inoculation. Les nombres de copies observés pour P.al sont plus de 3 
fois supérieurs à ceux observés pour P.ch dans les deux premiers niveaux, avec 
respectivement pour P.al et P.ch, 4300 et 1300 copies/10ng dans le premier niveau, et 1000 
et 200 copies /10ng dans le second. Cette tendance s’inverse dans le troisième niveau, où 
des valeurs faibles (30 et 60 copies pour P.al et P.ch) mais significativement supérieures à 
P.al sont observées pour P.ch. 
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Figure 49: Effet de la distance du site d’inoculation sur la quantification de P.al et P.ch. (A) 
Photographie de coupe longitudinale dans le tronc de boutures 10 semaines post-
inoculation. Les niveaux présentés en (A) correspondent à ceux analysés en (B). (n=9/3).  
 
Les résultats obtenus ici peuvent a priori être considérés comme inattendus, les niveaux 
de colonisation des tissus par P.al et P.ch étant inversement proportionnels à leurs capacités 
respectives à produire des symptômes dans le bois. Cependant ces résultats sont en accord 
avec les activités métaboliques et phytotoxiques précédemment décrites pour ces deux 
espèces (Valtaud et al., 2009a; Luini et al., 2010). P.al présente une activité lignolytique plus 
forte que celle de P.ch in vitro, ce qui se traduit ici par une colonisation plus dense d’un 
même volume de tissu par P.al que par P.ch. L’absence de symptôme, en dépit d’une 
colonisation importante des tissus par P.al, confirme la faible activité nécrosante des toxines 
sécrétées par ce dernier. 
 
Comme il l’a été dit précédemment, la méthode d’inoculation utilisée ici génère une 
inoculation en masse, exacerbant la pathogénécité des agents étudiés. Afin d’évaluer la 
pathogénécité de ces champignons dans des conditions d’infections se rapprochant de celles 
existant sur le terrain, l’utilisation d’une faible quantité d’inoculum (1000 conidies) a été 
utilisée dans la suite de ce travail. Dans ces conditions, les effets de ces champignons sur la 
mise en place de mécanismes de défenses locales peuvent être appréciés, la réponse à la 
blessure en fait partie. 
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2. Caractérisation histologique des réactions de la plante à la 
blessure 
 
Afin d’inoculer les plants, un trou de 3mm de diamètre est réalisé dans le bois à l’aide 
d’un foret. En absence de traitement, la cicatrisation de cette plaie est accomplie en 
quelques semaines. Les tissus cicatriciels recouvrant les tissus ligneux endommagés, ainsi 
que la réaction des tissus préexistants ont été caractérisés 6 semaines post-blessure.  
 
2.1. Caractérisation histologiques des tissus cicatriciels 
 
A 6 semaines, la blessure est intégralement recouverte par de nouveaux tissus (Pl. 1A, 
1B). Macroscopiquement, en coupe longitudinale, ces nouveaux tissus apparaissent de 
couleur plus claire que les tissus préexistants, et s’étendent de part et d’autre de la blessure 
entre le bois endommagé et l’écorce, de couleur plus sombre. Dans le bois, la présence de 
décoloration brune est visible au dessus de la zone de blessure sur environ 5mm (Pl. 1B). 
 
En coupe transversale sous microscope, les tissus préexistants sont clairement 
distinguables de ceux consécutifs à la blessure (Pl. 1C). La cavité créée par la blessure au 
niveau du xylème est en quasi-totalité comblée par une masse de tissus cicatriciels, formant 
deux bourrelets de part et d’autre des tissus ligneux endommagés. Diverses régions, 
composées de types cellulaires différenciés ou indifférenciés, y sont présentes (Pl. 1C).  
 
A la périphérie des bourrelets, on note la présence d’un phellem et d’un phelloderme. 
Ces derniers s’étendent de manière continue de l’écorce préexistante jusqu’à la position 
occupée par le cambium vasculaire au moment de la blessure (Pl. 1C, 1D). La différenciation 
de cellule du phloème préexistant en tissu phellodermique peut aussi être observée à la 
base du bourrelet (Pl. 1E, 1F). Au niveau de la face adaxiale du bourrelet, sous le 
phelloderme, on note la présence d’un tissu conjonctif formé de cellules indifférenciées. Les 
parois de ces cellules sont fines et présentent une teinte rouge ou bleue avec la coloration 
Safranine O/Bleu Astral. Les parois de ces cellules peuvent aussi réagir au test 
Phloglucinol/Hcl, indiquant qu’une faible lignification de ces parois peut être réalisée (Pl. 1C, 
Pl. 2A). 
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Planche 1: Caractérisation de la réaction de l’écorce à la blessure : (A) Vue externe du site 
de blessure à 6 semaines. La flèche indique la présence d’un tissu cicatriciel ayant 
recouvert la plaie. (B) Vue interne du site de blessure en coupe longitudinale en coloration 
Safranine O / Bleu astral. La flèche blanche indique le tissu cicatriciel ayant recouvert les 
tissus ligneux endommagés (pointe noire). La flèche noire en pointillé indique le plan de 
coupe transversale utilisé pour la caractérisation de la réaction à la blessure. (C) Coupe 
transversale dans le tronc au niveau du site de blessure à 6 semaines (X5). (D) Vue de la 
base du tissu cicatriciel au niveau de la position du cambium vasculaire au temps T0 (X20). 
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(E) Vue des tissus du phloème et du xylème nouvellement formés à la surface adaxiale de 
la base du bourrelet cicatriciel (X20). La position du cambium vasculaire (CV) est indiquée 
par une flèche. (F) Vue de l’écorce à la base du bourrelet cicatriciel en coloration Safranine 
O / Bleu Astral (X10). (G) Epifluorescence de l’écorce sous UV à la base du bourrelet 
cicatriciel en coloration Phloroglucinol / HCl (X10). Les pointes blanches indiquent la 
formation d’un phelloderme à partir de tissu phloémien préexistant et différencié. 
Phellem (Pl),   Phelloderme (Pd), Phloème (Phl), Xylème (Xy), zone de barrière (ZB), zone 
de réaction (ZR),  rayon (R), cambium vasculaire (CV). 
 
 
La région abaxiale du tissu cicatriciel est recouverte par une épaisse couche de phellem 
de la base à l’extrémité. Sous le périderme l’apparition de néo-xylème et de néo-phloème, 
traduit une réorganisation progressive du cambium vasculaire de la base vers l’extrémité du 
bourrelet (Pl. 1C). Le néo-xylème formé est en grande majorité formé de fibres et de rayons, 
et présente quelques vaisseaux de faible diamètre (Pl. 1C, 1E). 
 
2.2. Caractérisation des réactions du bois à la blessure 
2.2.1. Caractérisation de la zone de réaction 
 
Dans la zone de réaction, on distingue des nécroses au niveau des rayons les plus 
proches de la zone endommagée, ainsi que l’accumulation de matériel intracellulaire 
opaque. Les parois des fibres apparaissent d’un rouge plus vif que dans les autres parties du 
xylème avec la coloration Safranine O/Bleu astral (Pl. 1C). Aucune modification notable de la 
concentration en lignine au niveau des parois n’est mise en évidence avec le test 
Phloroglucinol/HCl (Pl. 2A). L’observation des mêmes lames sous lumière UV met en 
évidence une épifluorescence résiduelle bleue au niveau des parois des fibres et des cellules 
des rayons (Pl. 2B), indiquant des dépôts de subérine au niveau pariétal. L’occlusion des 
vaisseaux par des thylles n’est pas observée dans la zone de réaction elle-même, mais à sa 
périphérie (Pl. 2B). 
2.2.2. Caractérisation de la zone de barrière 
 
Deux zones de barrière sont ici observables. Par ordre chronologique de formation, une 
première zone de barrière (ZB) est formée par les dernières cellules formées l’année n-1 (Pl. 
2D) ainsi que par les premières de l’année de l’essai. Les cellules de l’année n sont aplaties, 
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et possèdent d’épaisses parois (Pl. 2E). Ces dernières présentent une coloration vive à la 
safranine O et au Phloroglucinol/HCl, indiquant un degré de lignification ou de subérisation 
élevé. La couche formée par les cellules de l’année de l’essai (n+1) sont plus grandes en 
diamètre et ont des parois fines (Pl. 2D, 2E, 2F). Ces parois présentent une épifluorescence 
résiduelle bleue avec la coloration Phl/HCl, indiquant la présence de subérine au niveau de 
ces parois (Pl. 2F).  
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Planche 2: Caractérisation des zones de réactions et de barrières consécutives à la 
blessure : (A, B) Photographie du tronc au niveau du site de blessure en coupe transversale 
à 6 semaines en coloration Phloroglucinol / HCl. (A) Photographie en lumière blanche et 
(B) en épifluorescence sous lumière UV (X5). (C, D) Vue des zones de barrière en coloration 
Safranine O / Bleu astral (C, X10 ; D, X20). Les pointes creuses indiquent la zone de barrière 
consécutive au bouturage, et les pleines la zone de barrière  consécutive à la blessure. Les 
tissus du xylème formés l’année précédent l’essai (n-1) et l’année de l’expérimentation (n) 
sont indiqués (D). (E) Vue de la zone de barrière en coloration Phloroglucinol / HCl (X20). 
(F) Epifluorescence sous UV de la zone de barrière en coloration Phloroglucinol / HCl.  
Phellem (Pl),   Phelloderme (Pd), Phloème (Ph), Xylème (Xy), zone de barrière (ZB), zone de 
réaction (ZR),  rayon (R), cambium vasculaire (CV), nécrose (Nc). 
 
 
La deuxième ZB est consécutive à la blessure. Elle est caractérisée par une couche de 
quelques cellules aux parois épaisses, présentant une couleur rouge vif avec la coloration 
safranine O. La coloration Phl/HCl ne permet de mettre en évidence que de faibles 
modifications du degré de lignification de la paroi de ces cellules, et ceci de manière 
sporadique. La présence d’une épifluorescence résiduelle bleue sous UV, indique cependant 
la présence de subérine au niveau des parois d’une couche continue de cellules.  
3. Caractérisation de l’interaction  P.al / P.ch in planta 
 
L’objectif est ici de déterminer la nature de l’interaction P.al/P.ch in planta, mais aussi de 
déterminer les conséquences de cette interaction sur la plante. Les résultats obtenus par RT-
qPCR ont donc été mis en relation avec le phénotype macroscopique du bois et la réponse 
des plants à la blessure à 6 semaines, en inoculation simple et combinée. 
3.1. Phénotype macroscopique du bois 
 
 
Figure 50: Phénotype macroscopique du bois en coupe longitudinale 6 semaines post-
traitement. 
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Le phénotype macroscopique du bois a été déterminé en coupe longitudinale (Fig. 50). 
Chez, les plants inoculés avec P.al, aucune différence avec les plants contrôles n’est mise en 
évidence. Chez les plants inoculés avec P.ch, on note l’absence totale de tissus cicatriciels, et 
le développement de stries sombres de part et d’autre du site d’inoculation.  
 
Pour les plants co-inoculés avec P.ch et P.al, on observe l’absence de tissu cicatriciel 
recouvrant la plaie. Dans le bois, bien que des stries sombres puissent être observées chez 
certains plants, les symptômes sont de manière générale beaucoup moins sévères que dans 
le bois des plants inoculés avec P.ch seul (Fig. 50).      
 
3.2. Effet de P.al et P.ch sur le développement de tissus 
cicatriciels 
 
Les plants inoculés avec P.al ne présentent pas de différence notable avec les plants 
contrôles (non-inoculés), les tissus cicatriciels recouvrant la plaie en totalité (Fig. 52A, 52B).  
 
Pour les plants inoculés avec P.ch, la mise en place de tissus cicatriciels recouvrant la 
plaie n’est pas accomplie (Pl. 3C). On note néanmoins la formation d’une zone cicatricielle 
très peu développée en périphérie du site d’inoculation. Cette zone est constituée d’un 
phelloderme, surmontant un amas de cellules indifférenciées (Pl. 3E). Ce phelloderme 
traverse les tissus du phloème préexistants à la blessure, et sépare les tissus morts des tissus 
fonctionnels (Pl. 3E).    
  
Lorsqu’une co-inoculation des plants avec P.al et P.ch est réalisée, des bourrelets 
cicatriciels volumineux et organisés sont observables à 6 semaines, en contraste avec les 
plants inoculés avec P.ch seul (Pl. 3D). Cependant leur développement n’est pas suffisant 
pour recouvrir la blessure dans sa totalité. Ces bourrelets sont recouverts d’un phelloderme 
en leur périphérie, et on note aussi l’accumulation de cellules du phellem à la surface 
abaxiale du tissu (Pl. 3D). 
 
Chap V  Résultats 
133 
 
 
Planche 3: Effet du l’inoculation par P.al et P.ch, seuls ou en combinaison, sur le 
développement de tissus cicatriciels. Les coupes transversales ont été réalisées sur le 
même plan que celles présentées Pl. 1 et Pl. 2 et colorées par la méthode Safranine O / 
Bleu astral. Les photographies correspondent respectivement aux plants contrôles (A), 
inoculés avec P.al (B), P.ch (C, E), et co-inoculés avec P.al et P.ch (D). (F) Moyennes des 
épaisseurs en nouveau xylème formé à la base des bourrelets pour chaque traitement 
(double-flèches : A, B, C, D).  Les moyennes et les écart-types ont été calculés pour 9 plants 
par modalités 6 semaines post-inoculation. Les classes déterminées par l’analyse de 
variance sont indiquées par des lettres (p<0,05).   
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3.3. Effet sur la production de néo-xylème à proximité 
du site d’inoculation 
 
La production de nouveau xylème par le cambium vasculaire a été déterminée à la base 
du tissu cicatriciel (Pl. 3A, 3B, 3C, 3D, 3F). Pour les plants contrôles et ceux inoculés avec P.al, 
l’épaisseur du tissu cicatriciel à la base est d’environ 360µm. Pour les plants inoculés avec 
P.ch, et P.ch et P.al, ces valeurs moyennes sont respectivement de 180 et 300 µm (Pl. 3F). La 
comparaison multiple par paires indique que les plants contrôles, ainsi que ceux inoculés 
avec P.al sont significativement différents de ceux inoculés avec P.ch (P=0,02).  Les plants co-
inoculés (P.ch + P.al) constituent une classe intermédiaire, qui n’est pas significativement 
différentes des autres modalités (Pl. 3F). 
 
3.4. Effet de la co-inoculation sur le niveau de 
colonisation de P.ch et P.al. 
3.4.1. Effet de la co-inoculation sur P.ch  
 
 
 
Figure 51: Effet de la co-inoculation sur la colonisation de P.ch. Les résultats sont ici 
présentés en nombre de copies obtenu avec PchQ pour 10ng d’ADN extrait (n=9). 
 
En inoculant P.ch individuellement, on observe un plateau entre 15 et 30 jours à environ 
80 copies/10ng; suivi d’une progression à 250 copies/10ng à 45 jours. En co-inoculation avec 
P.al, une colonisation progressive est aussi observée entre 15 et 45 jours. Cependant, 
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l’analyse de variance indique une diminution significative (P<0,05) du taux de colonisation de 
P.ch pour chacun des trois points cinétiques (Fig. 51). A 45 jours, le taux de colonisation de 
P.ch en co-inoculation avec P.al est inférieur de 60% à celui observé en inoculation simple 
(Fig. 51).        
 
3.4.2. Effet de la co-inoculation sur P.al 
 
Quand P.al est inoculé seul, on note une augmentation du taux de colonisation entre 15 
et 30 jours, de 50 à 150 copies/10ng (Fig. 52). Une diminution de niveau de détection de 
50% est observée entre 30 et 45 jours, avec une valeur de 80 copies/10ng à 45 jours. En co-
inoculation avec P.ch, une augmentation du taux de colonisation de P.al est observée entre 
tous les points cinétiques, avec des valeurs croissantes de 50, 130, et 300 copies/10ng à 15, 
30 et 45 jours. Aucune différence significative entre les deux modalités n’est mise en 
évidence pour 15 et 30  jours, contrairement à 45 jours où l’on note une différence 
significative de 75% (Fig. 52).    
    
 
Figure 52: Effet de la co-inoculation sur la colonisation de P.al. Les résultats sont ici 
présentés en nombre de copies obtenu avec PalQ pour 10ng d’ADN extrait (n=9).  
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4. Conclusions 
 
L’étude de P.ch et P.al, et de leur interaction a été conduite in planta par RT-qPCR ; elle a 
aussi porté sur l’effet de ces agents sur le processus de cicatrisation du bois.  
 
En inoculation individuelle, P.ch reproduit dans le bois les symptômes caractéristiques  
de l’esca tels que des stries sombres. P.ch induit aussi l’inhibition du développement de tissu 
cicatriciel. Ceci n’est pas accompli avec la souche de P.al utilisée, qui n’induit aucun effet 
significatif par rapport au traitement contrôle, tant sur le plan macroscopique que 
microscopique. Toutefois les résultats de la cinétique de croissance de ce champignon sur 6 
semaines par RT-qPCR indiquent une réelle colonisation des tissus par P.al. 
 
Les résultats obtenus en RT-qPCR et en microscopie indiquent que l’interaction entre P.al 
et P.ch est compétitive in planta, et en défaveur de P.ch. Dans notre cas d’étude, l’utilisation 
fortuite d’une souche de P.al potentiellement peu agressive, a permis de déterminer la 
nature de cette interaction par deux approches complémentaires. Le fait que l’inhibition de 
la cicatrisation ne soit pas totale lors de la co-inoculation de P.al et P.ch peut être interprété 
comme une plus faible action phytotoxique propre à P.ch dans ces conditions.   
 
Une diminution du taux de colonisation de P.al est observée entre 30 et 45 jours, mais ce 
n’est pas le cas en co-inoculation avec P.ch. Ici la mesure est donnée pour une même masse 
d’ADN extrait. La production de cals volumineux à 45 jours induit très certainement un 
enrichissement important d’ADN de vigne, diluant alors l’ADN de P.al dans l’échantillon. 
Pour cette raison les valeurs à 45 jours ne reflètent probablement pas une différence de 
colonisation absolue entre les deux conditions pour P.al. Cependant, les résultats obtenus à 
15 et 30 jours semblent indiquer que la co-inoculation de P.al avec P.ch n’influe pas 
significativement sur sa croissance in planta.  
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Chapitre VI-Discussion et perspectives 
 
Les maladies du bois de la vigne que sont l’esca, le BDA et l’Eutypiose sont 
particulièrement préjudiciables à la viticulture, en France et au niveau mondial. L’expression 
de ces maladies nécessite plusieurs années d’incubation et leur apparition semble aléatoire. 
Les techniques de détection actuelles ne permettent d’établir qu’un diagnostic qualitatif de 
ces microorganismes dans le bois des plants. De ce fait, l’évaluation de l’efficacité de 
solutions demeure à ce jour complexe, et certaines solutions proposées restent contestées. 
 
Afin de pouvoir évaluer l’efficacité de solutions d’un point de vue quantitatif, mais aussi 
afin de comprendre le processus de colonisation des plants par ces agents pathogènes, le 
développement d’une méthode permettant de quantifier ces agents pathogènes dans le bois 
est apparu nécessaire. La partie centrale de cette thèse a consisté à développer des tests RT-
qPCR vis-à-vis de cinq champignons associés aux maladies du bois de la vigne. Dans un 
second temps, des tests multiplexes ont été développés et validés sur jeunes plants issus de 
pépinière viticole. Cette méthode quantitative, conjointement à l’analyse histologique de la 
réponse à la blessure, a ensuite permis de mettre en évidence la nature de l’interaction 
entre P.al et P.ch in planta. Les résultats, ainsi que les perspectives de ces travaux sont 
maintenant discutés. 
 
1. Avantages et limites de la méthode RT-qPCR développée 
1.1. Flexibilité de la méthode 
 
 La technologie Plexor a été utilisée car elle permet l’utilisation simultanée de 
plusieurs couples d’amorces dans une même réaction. Cette méthode repose sur l’utilisation 
de couples d’amorces, dont une est marquée. Les couples d’amorces développés peuvent 
donc être aussi utilisés de manière indépendante pour des tests quantitatifs en technologie 
Sybr-Green sur l’ensemble des thermocycleurs RT-PCR existant sur le marché.  
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1.2. Spécificité des couples d’amorces développés 
 
Le succès de la conception de couples d’amorces, utilisables en qPCR et spécifiques à une 
espèce donnée, est intimement lié à la variabilité intra et interspécifique des séquences 
cibles utilisées. Ici, la β-tubuline a été choisie comme cible car ce gène est connu en copie 
unique par génome haploïde pour la grande majorité des ascomycètes (Atallah et al., 2007). 
De ce fait, la relation nombre de copies/nombre de génome 1C est constante, contrairement 
aux ADN ribosomiques, dont le nombre de copies est multiple, mais surtout variable (Sinclair 
and Guarente, 1997; Houseley et al., 2007).  
 
Les séquences partielles du gène de la β-tubuline présentent une variabilité 
interspécifique permettant le dessin de couples d’amorces théoriquement spécifiques à P.al 
et E.lata (Fig. 17, Fig. 20). Les résultats obtenus sur les souches fongiques pures confirment 
les spécificités prédites pour PalQ et ElQ (Tab. 6). Les profils de fusion et les produits de 
séquençage démontrent qu’une détection spécifique de P.al est accomplie sur ADN 
complexe avec PalQ (A. Fig. 6B). ElQ n’a pas été validé sur cas de terrain, du fait de l’absence 
de ce champignon dans les sarments de l’année, et en pépinière viticole. Cependant, le 
couple détecte la totalité des souches d’E.lata testées, et permet la détection de faibles 
quantités d’ADN dans quatre plants inoculés sur cinq. Ces résultats sont probablement dus à 
une faible colonisation des tissus par la souche utilisée, 8 semaines post-inoculation. 
Toutefois, des essais complémentaires sont maintenant nécessaires afin de valider la 
méthode pour le diagnostic précoce de l’Eutypiose au vignoble. 
 
Pour les espèces du genre Diplodia et Neofusicoccum, la variabilité des séquences de β-
tubuline est beaucoup plus faible et n’a pas permis la conception de couples d’amorces 
strictement spécifiques à l’espèce (Fig. 18, Fig. 19). Pour BobQ, l’amplification est 
théoriquement restreinte à D.se et D.pinea (Fig. 18). Toutes les espèces du genre Diplodia 
n’ont pas été testées pour la validation sur souches pures. Cependant, hormis 
D.scrobiculata, qui n’a jamais été isolée sur vigne, les autres espèces du genre présentent les 
mêmes PNS que D.mutila, qui n’est pas détecté par BobQ dans les tests sur souches 
fongiques. Sur cas de terrain, ni les profils de fusion, ni le séquençage des produits PCR 
amplifiés par BobQ ne permettent théoriquement de discriminer D.se de D.pinea. 
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Cependant, D.pinea n’ayant jamais été isolée sur vigne, le diagnostic assuré par BobQ peut 
être considéré comme suffisamment précis pour déterminer la présence ou l’absence de 
D.se sur vigne.   
 
Pour N.pv, aucun couple d’amorces spécifique n’a pu être obtenu du fait de la très faible 
variabilité interspécifique des séquences partielles de β-tubuline dans le genre 
Neofusicoccum (Fig. 19). Le couple devait, premièrement, assurer une détection 
suffisamment sélective pour pouvoir discriminer le genre Neofusicoccum des autres espèces 
de la famille des Botryosphaeriaceaes ; deuxièmement, il devait être utilisable en RT-qPCR. 
Ces deux facteurs imposent un couple qui n’est théoriquement pas satisfaisant sur le plan de 
la spécificité, ainsi que sur le plan de l’homogénéité de quantification des différentes 
espèces détectées. Toutefois, les résultats de séquençage des produits PCR obtenus avec 
BpvQ sur les jeunes plants indiquent qu’au moins 96% des amplifications observées sont 
dues à la présence de l’ADN de N.pv ou N.ribis dans les échantillons analysés (A. Fig. 2B, A. 
Fig. 7B). 250 copies sont au maximum détectées pour 10ng d’ADN extrait, soit 
approximativement 10pg d’ADN fongique. La diminution de la détection observée pour 
N.eucalyptorum et N.lutea avec BpvQ, comparativement à B.pv (Tab. 6), doit induire une 
modification du seuil de détection de ces espèces, faisant que ces dernières ne puissent être 
détectées avec BpvQ dans des ADN extraits du bois de jeunes plants.  
 
P.ch est la seule espèce du genre Phaeomoniella recensée sur vigne. De nouvelles 
espèces ont récemment été décrites sur pin en Corée, et sur prunier en Afrique du Sud (Lee 
et al., 2006; Damm, Fourie, and Crous, 2010). Toutefois les séquences de β-tubuline de ces 
espèces ne sont pas encore connues et n’ont donc pas pu être intégrées à cette étude. Les 
profils de fusion ainsi que les séquences partielles des produits PCR observés indiquent que 
la détection réalisée est spécifique à P.ch, sur les plants issus de pépinière viticole (A. Fig. 
6A). 
 
 
 
Chap VI  Discussion et Perspectives 
140 
 
1.3. Limite de détection de la méthode 
 
La limite de détection observée est ici de 500fg d’ADN fongique total, pour les cinq 
champignons étudiés. Certaines méthodes PCR publiées, ciblant les ADN ribosomiques, 
permettent d’obtenir des tests beaucoup plus sensibles, avec des limites de détection de 10, 
voire de 1 fg d’ADN fongique. Cette sensibilité, due au grand nombre de répétitions des 
séquences d’ADN ribosomique par génome haploïde, autorise la détection de masses d’ADN 
inférieures à un génome. Les tailles connues des génomes pour les champignons 
ascomycètes sont majoritairement comprises entre 10 et 100fg (Gregory et al., 2007). Dans 
notre système, 50fg d’ADN fongique permettent d’obtenir des amplifications, néanmoins 
celles-ci ne sont pas reproductibles, et 50fg ne peuvent donc pas être considérés comme la 
limite de détection intrinsèque de la méthode. Dans un système PCR parfait, une copie peut 
théoriquement être détectée (Bustin et al., 2009). Cependant, la probabilité de pipeter 
consécutivement cette copie trois fois d’une solution dont la molarité est égale à 1 copie par 
volume pipeté, n’est que de 5%. Théoriquement, trois tirages positifs successifs d’au moins 1 
copie sont accomplis avec une probabilité supérieure à 95% pour des concentrations 
supérieures ou égales à 3 copies par volume pipeté (Bustin et al., 2009). La non-
reproductibilité des détections observées avec les solutions de 50ng/µl de matrice traduit 
donc probablement ce phénomène (Fig. 22, 24, 26, 28, 30). La limite de détection réelle de la 
méthode doit donc être comprise entre 50 et 500fg. Des essais complémentaires menés sur 
PalQ et PchQ, non-présentés dans ce travail, ont confirmé que des quantités de 250fg d’ADN 
fongique peuvent être détectées de manière reproductible par la méthode RT-qPCR 
développée. Sur la base de ces considérations, il est intéressant de constater que les limites 
de détection annoncées par certains auteurs pour des tests RT-PCR ciblant la β-tubuline sont 
mathématiquement impossibles (Tab. 3). 
 
La méthode d’extraction des acides nucléiques utilisée ici pour le bois de vigne est 
reproductible en termes de rendement, et n’induit pas de phénomène d’inhibition PCR pour 
10ng d’ADN analysés. Si l’on considère que 100mg de matériel (bois lyophilisé) sont 
analysés avec la méthode d’extraction utilisée, qu’environ 50% du volume du tampon 
d’extraction sont purifiés, que le volume final d’élution est de 50µL et qu’environ 1µl de 
solution est analysé, alors 10 copies sont au maximum introduites dans le tube PCR pour 
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1000 copies initialement présentes dans ces 100mg d’échantillon. Cette limite globale 
implique donc que plusieurs milliers de copies du génome des champignons soient 
initialement présentes par gramme de bois pour qu’une détection reproductible puisse être 
établie. Cette limite de détection implique donc qu’une quantité relativement importante de 
champignons soit initialement présente dans l’échantillon, en comparaison à d’autres 
méthodes, autorisant la détection d’une quantité initiale correspondant à une vingtaine de 
spores (Overton et al., 2004; Retief, McLeod, and Fourie, 2006; Edwards et al., 2007). Il est 
pourtant nécessaire de se s’interroger sur l’utilité de telles limites de détection pour le 
diagnostic sur plants, et la signification d’un résultat positif, qui plus est quand celui-ci est 
qualitatif. L’analyse d’échantillons de bois contaminés par de faibles quantités d’inoculum 
par la méthode RT-qPCR développée, avant et après incubation, devrait permettre d’éclaircir 
ces questions.    
 
 A la vue des résultats obtenus sur les soudures et les talons de 50 plants, la limite de 
détection des tests développés dans notre étude, bien que supérieure à d’autres tests 
précédemment publiés (Tab. 3), semble être adaptée à la détection de ces pathogènes dans 
le bois de plants issus de pépinière viticole. Cependant, elle ne doit pas permettre la 
détection d’évènements d’infection précoce, issus de très faible quantité d’inoculum 
(quelques spores pour plusieurs grammes de matériel).  
 
1.4. Caractère quantitatif de la méthode RT-qPCR 
développée 
 
L’objectif principal de ce travail de thèse était de réaliser des tests RT-PCR adaptés à 
la détection mais surtout à la quantification de cinq champignons pathogènes du bois de 
vigne, P.ch, P.al, D.se, N.pv et E.lata. Il fallait aussi que ces tests puissent être utilisés dans 
des conditions réactionnelles identiques, en vue de leur utilisation en multiplexe. La solution 
technologique adoptée a permis de remplir ces objectifs. Contrairement aux méthodes RT-
qPCR précédemment proposées pour le diagnostic des champignons associés aux maladies 
du bois de la vigne, la méthode RT-qPCR présentée dans cette thèse a été validée selon les 
différents points critiques proposés par Bustin et Hren (Bustin et al., 2009; Hren et al., 2010). 
Le caractère quantitatif des réactions ainsi que leurs performances, spécificités, limites de 
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détection, gammes de quantification, efficacités, sont clairement exposées, en simplex et en 
multiplexe, par le biais des courbes de calibration et des profils de fusion, sur gamme 
standard de produits PCR et d’ADN fongique. 
 
De plus, il a ici été montré que la méthode d’extraction utilisée n’influe pas sur la 
quantification de l’ADN des agents présents dans un échantillon (Fig. 33). Par extension, les 
quantités d’ADN fongiques présentes dans les échantillons peuvent donc être déduites via 
l’utilisation d’une gamme standard en masse d’ADN fongique ou en nombre de copies. 
1.5. Apport de la méthode pour l’amélioration de la 
qualité sanitaire des jeunes plants 
 
La méthode développée ici permet une détection rapide et fiable de la présence des 
pathogènes dans les plants issus de pépinière viticole. De plus, elle permet de déterminer le  
niveau de colonisation des agents pathogènes à différents niveaux du plant. Le fait que la 
méthode de  PCR permette une meilleure détection de P.al et P.ch dans les tissus végétaux 
est assez bien documenté (Retief et al., 2005; Aroca and Raposo, 2007). Cependant, ces 
aspects restent encore peu explorés pour la détection des Botryosphaeriaceaes.    
 
La spécificité et la sensibilité des tests n’ont pas pu être déterminées. La méthode 
utilisée est destructive, et dans l’hypothèse où elle ne l’aurait pas été, l’expression des 
symptômes nécessite plusieurs années d’incubation. Il n’est donc pas possible de relier la 
présence des agents pathogènes à l’expression de ces maladies, et donc d’établir de réelle 
sensibilité et spécificité biologique des tests.  
 
La comparaison de la méthode RT-qPCR avec la méthode microbiologique est en train 
d’être réalisée dans le cadre du projet CASDAR « Recherche et évaluation de procédés 
permettant la production de plants indemnes de champignons associés aux maladies du 
bois », en collaboration avec des organismes techniques (BNIC, IFV). Cette étude devrait 
permettre d’apporter des éléments nouveaux sur les fréquences ainsi que les quantités de 
champignons associées, à différents niveaux des plants, et selon différents procédés de 
fabrication. Cette étude devrait aussi permettre d’apporter des éléments nouveaux sur 
l’utilité d’un diagnostic moléculaire des Botryosphaeriaceaes in planta.     
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2. Hypothèse sur les voies de contamination par P.al et P.ch 
 
Sur les cinquante plants analysés, les plus forts niveaux de colonisation sont observés 
dans les soudures pour P.ch et P.al, ou dans la soudure et le talon de mêmes plants pour P.al 
(Fig. 44, Fig. 45). Ces cas sont toutefois observés avec une fréquence faible, 4% pour P.ch et 
8% pour P.al. Ces valeurs maximales correspondent, en ordre de grandeur, à celles 
observées dans les tronçons prélevés à 1,5cm du site d’inoculation, 8 semaines après une 
inoculation en masse (morceau d’agar colonisé). Ces valeurs traduisent donc une forte 
colonisation de ces échantillons, et sont donc probablement dues à l’utilisation de bois 
infectés (greffons et porte-greffes). Cette hypothèse est appuyée par le fait que ces forts 
niveaux de détection peuvent être observés aux deux extrémités du porte-greffe pour P.al.  
 
Dans le talon, les fréquences de détection de P.al et P.ch sont relativement élevées, 
avec respectivement 40% et 22% de talons contaminés. Toutefois ces détections sont 
associées à des valeurs quantitatives faibles dans 100% des cas pour P.ch, et 95% pour P.al 
(Fig 44, Fig. 45). La présence de P.al et P.ch dans les substrats de culture utilisés en 
pépinières est documentée (Retief, McLeod, and Fourie, 2006; Aroca et al., 2010). De plus, le 
caractère infectieux de cet inoculum en conditions contrôlées est démontré pour P.al et P.ch 
(Feliciano and Gubler, 2001; Aroca and Raposo, 2009). Il est donc fort probable que les 
détections observées ici au niveau des talons soient la résultante de contaminations 
récentes, ayant eu lieu pendant le procédé de fabrication ou l’élevage des plants, par la plaie 
réalisée au niveau du talon et/ou par voie racinaire. Ces contaminations pourraient aussi 
être la conséquence d’un très faible niveau de contamination initial des sarments de porte-
greffe, comme cela a déjà pu être décrit (Whiteman et al., 2007). Cependant, ces 
contaminations n’étant pas détectées au niveau de la soudure dans une même proportion, 
la piste d’une contamination par le sol reste la plus probable.  
 
Ce qui suit au vignoble peut être illustré par les observations faites par Zanzotto et al. 
sur des parcelles âgées de 1 à 4 ans (Zanzotto et al., 2007). Ces auteurs décrivent un taux 
croissant d’infections, majoritairement présentes dans les parties basses des plants (racines 
et porte-greffes). Les taux d’infection observés à 4 ans sont alors de 60% pour P.al et de 45% 
pour P.ch, sans qu’aucune expression de symptômes ou qu’aucun dépérissement ne soient 
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observés. Si l’on considère l’ensemble de ces éléments, la contamination des plants réalisée 
au champ apparait alors comme une voie de dissémination secondaire de P.al et P.ch, ces 
derniers étant présents dans le bois des plants de manière très précoce. Le suivi de parcelles 
connues saines à la plantation par un outil moléculaire sensible devrait permettre de mieux 
comprendre le rôle respectif des contaminations réalisées avant et après la plantation.   
3. Spécificité des pathosystèmes : P.al et P.ch 
 
Dans cette thèse, les interactions entre la vigne et deux champignons ascomycètes, 
P.al et P.ch, ont été étudiées. L’approche traditionnellement utilisée pour l’étude du pouvoir 
pathogène de ces espèces in planta, soit la production de symptômes dans le bois (présence 
de décolorations, nécroses), a été complétée par la caractérisation des effets de ces 
champignons sur la cicatrisation, et une quantification des organismes dans les tissus par RT-
qPCR.  
 
3.1. Agressivité de P.al et P.ch 
 
Ces dix dernières années, de nombreux travaux ont permis d’identifier et de 
caractériser la toxicité des métabolites sécrétés par P.al et P.ch (Evidente et al., 2000; Abou-
Mansour, Couché, and Tabacchi, 2004; Bruno and Sparapano, 2007c; Luini et al., 2010). Bien 
que ces métabolites aient des effets phytotoxiques avérés, ceux produits par P.ch, en 
particulier la fraction polypeptidique, possède une toxicité supérieure à ceux de P.al (Luini et 
al., 2010). Ici, l’agressivité des champignons a été évaluée via la production de symptômes 
dans le bois, mais aussi via leurs effets sur la réponse de la plante à la blessure. P.ch induit 
des symptômes sévères dans le bois des plants 10 semaines post inoculation, contrairement 
à P.al, qui ne produit pas de symptôme macroscopique significativement différent du 
traitement contrôle (Fig. 50, Pl. 3). Dans le bois de plants inoculés par P.al, l’absence, tout 
comme la production de symptômes dans le bois sont documentés (Laveau et al., 2009; 
Luque et al., 2009). Ce phénomène semble varier en fonction du temps d’incubation, du 
cépage, et de la souche utilisée (Sparapano et al., 2000b; Laveau et al., 2009). Si l’action 
pathogène de la souche de P.al utilisée n’est pas suffisante pour qu’un effet sur la 
cicatrisation puisse être observé, ce n’est pas le cas de celle utilisée pour P.ch, qui inhibe 
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totalement le développement des tissus cicatriciels lorsque 1000 conidies sont introduites 
dans la blessure. Ces observations confirment donc le caractère agressif de P.ch, en 
comparaison à P.al. 
 
3.2. Colonisation des tissus 
 
Les travaux précédemment menés sur la caractérisation des activités enzymatiques 
liées au métabolisme de dégradation des parois cellulaires végétales par P.al et P.ch 
indiquent des différences notables d’aptitude entre ces deux champignons. Alors que les 
activités xylanase, endo-β-1,4 glucanase, exo-β-1,4 glucanase, et β-glucosidase, lignine 
peroxidase, manganese peroxidase, et laccase sont détectées dans les milieux de culture de 
P.al, elles ne le sont pas dans les milieux culture de P.ch (Del Rio et al., 2004; Valtaud et al., 
2009a). La plus forte aptitude de P.al à métaboliser les parois cellulaires doit lui conférer la 
capacité de coloniser les tissus de manière dense, contrairement à P.ch. Les niveaux de 
colonisation maximum observés pour P.al sont jusqu'à 6 fois supérieurs à ceux observés 
pour P.ch, dans les plants inoculés, tout comme dans les plants issus de terrain (Fig. 45, Fig. 
49). Les différences d’aptitude précédemment observées in vitro pour ces champignons sont 
ici mises en évidence par l’approche RT-qPCR.   
 
3.3. Compartimentation de P.al et P.ch dans le bois 
 
La formation de tissus cicatriciels en périphérie de la zone de blessure nécessite la 
production préalable de tissus indifférenciés, originaires du cambium vasculaire. Il a été 
montré que cette cicatrisation est totalement inhibée par l’inoculation de la plaie par 1000 
conidies de P.ch, contrairement à P.al. Cependant, des barrières physiques sont observables 
au niveau de l’écorce sous la forme de phelloderme nécrophylactique. Ce tissu, subérifié, 
peut être généré directement à partir des tissus différenciés du phloème. Ce mécanisme 
permet de protéger le cambium vasculaire et les tissus du phloème préexistants du phloème 
endommagé ou infecté. Dans les plants inoculés par P.ch, l’extension radiale de nécrose 
dans le phloème n’est pas observée à 6 semaines post-inoculation. Toutefois, il n’a pas été 
possible de déterminer, d’une part, que le phelloderme nécrophylactique présent permettait 
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de limiter efficacement la progression de P.ch dans l’écorce, et d’autre part, que le 
phénotype observé était uniquement dû à l’inhibition de la croissance des cellules cambiales 
par la diffusion de toxines sécrétées des tissus infectés à proximité.  
 
D’un autre coté, le développement de chancre (nécrose sectorielle) est documenté 
pour P.ch. Ce phénomène traduit la mort du cambium vasculaire sur une surface étendue. 
Ce type de symptômes dans le bois de vigne est cependant obtenu en inoculant les plants 
avec un morceau d’agar colonisé. Un des facteurs de virulence est la charge initiale en 
inoculum, et cette méthode génère l’introduction d’une charge massive (plusieurs milliards 
de conidies). Cette pratique exacerbe par conséquent la pathogénécité de P.ch, et ne permet 
pas d’apprécier l’efficacité des mécanismes de défenses précoces mis en place dans l’écorce.  
 
 Dans le xylème, aucune modification notable des parois n’est observée dans les 
plants inoculés par P.ch et P.al. Cependant des zones de réaction en périphérie des sites 
d’infection à P.ch ont été décrites dans la racine (Troccoli et al., 2001). Au niveau de la zone 
de réaction à la blessure, aucune différence n’a été observée par rapport aux plants 
contrôles. Il n’est cependant pas exclu que la réponse du xylème soit dans nos conditions 
d’étude masquée par la forte réaction initiale due à la blessure. De plus, de faibles quantités 
en inoculum (1000 spores) et une courte période d’incubation (6 semaines) ont été utilisées 
dans ces essais, ne permettant probablement pas un développement suffisant des 
organismes dans le bois.  
 
La détermination des réactions du bois et de l’écorce, développées spécifiquement 
par la plante en réponse aux infections propres à P.al et à P.ch, nécessite maintenant une 
observation des tissus à plus long terme, et à distance du site d’inoculation. 
 
 
 
 
 
Chap VI  Discussion et Perspectives 
147 
 
4. Nature de l’interaction P.al / P.ch in planta 
 
P.al et P.ch partagent la même niche écologique et peuvent être isolés du bois des 
mêmes plantes aux vignobles (Mugnai, Graniti, and Surico, 1999). Ils présentent cependant 
des stratégies de colonisation différentes de leur hôte (Valtaud et al., 2009a; Luini et al., 
2010). Puisqu’une une interaction agoniste est observée entre ces organismes s’ils sont 
confrontés sur milieu gélosé, l’hypothèse qu’ils coopèrent afin de favoriser l’infection des 
plants a été émise (Sparapano et al., 2000b); P.ch réduisant les défenses de la plante par la 
production de toxines puissantes, et P.al affectant l’intégrité des parois cellulaires (Luini et 
al., 2010). 
 
Les résultats obtenus ici semble indiquer qu’une interaction compétitive en défaveur de 
P.ch existe in planta. Cette interaction est révélée par la méthode RT-qPCR, et est confortée 
par une diminution de l’effet phytotoxique propre à P.ch. Cette dernière se traduit par la 
restauration partielle du développement de tissus cicatriciels et de l’activité du cambium 
vasculaire en périphérie de la zone de blessure des plants co-inoculés. Toutefois, cette 
inhibition n’est pas totale, et une colonisation progressive des tissus est observée pour P.ch 
en inoculation individuelle et combinée. Les observations réalisées ici sur plante sont donc la 
conséquence d’une interaction compétitive établie de manière précoce, en défaveur de P.ch. 
 
Pour P.al, les résultats obtenus en co-inoculation par RT-qPCR indiquent que son 
interaction avec  P.ch n’induit pas de modification de son développement in planta, à 15 et 
30 jours. La diminution du niveau de colonisation observée entre 30 et 45 jours, en 
inoculation individuelle, n’est probablement pas due à une diminution du nombre absolu de 
copies du génome de P.al présent dans les fragments analysés. Si l’on considère que 
l’infection par P.al n’affecte pas le développement de tissu cicatriciel, alors la diminution du 
taux de colonisation observée pourrait être artefactuelle. L’enrichissement de l’échantillon 
en ADN végétal par l’apport d’un volume important de nouveaux tissus, en partie 
indifférenciés, se traduirait donc par une diminution significative de la quantité d’ADN 
fongique mesurée par ng d’ADN total. Cette hypothèse est appuyée par le fait que ce 
phénomène n’est pas observé pour P.al chez les plants co-inoculés, pour lesquels le 
développement de bourrelet cicatriciel volumineux n’est pas réalisé. La colonisation 
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mesurée pour P.al dans les tissus à 15, 30 et 45 jours semble alors suivre une croissance 
exponentielle. 
 
Les tissus cicatriciels ont ici été inclus à l’analyse, car ces tissus font partie intégrante du 
xylème. Cependant, au vue des résultats obtenus, la conservation de ces tissus pour 
l’analyse affecte l’évaluation du niveau de colonisation de P.al dans le bois. Le retrait de ces 
tissus des échantillons aurait donc dû être réalisé afin que le niveau de colonisation réel de 
P.al  soit obtenu à 45 jours.  
 
Les résultats obtenus ici par RT-qPCR indiquent que nous sommes en présence d’une 
interaction compétitive précoce, en défaveur de P.ch. Toutefois, la colonisation des tissus 
par ce champignon semble suivre une croissance exponentielle, seul et en compétition. La 
modélisation de la croissance de ces champignons, sur un plus grand nombre d’échantillons 
et a plus long terme, devrait permettre de confirmer si les résultats observés ne sont dus 
qu’à une interaction précoce, ou si cette inhibition de P.al sur P.ch in planta perdure dans le 
temps.  
 
L’inhibition précoce de P.al sur P.ch in planta peut être la conséquence de phénomène 
physiologique direct (inhibition de la germination de P.ch par P.al), ou indirect  (compétition 
en ressource ou induction de réaction de défense spécifique de la plante par P.al ayant une 
action inhibitrice sur le développement de P.ch). Les causes précises de ce phénomène, 
observé ici en co-inoculation, peuvent donc avoir des causes physiologiques multiples qui 
restent à être déterminer. 
 
5. Perspectives générales 
 
Le travail réalisé lors de cette thèse a consisté à développer une méthodologie 
permettant la détection spécifique et la quantification de l’ADN d’agents pathogènes  
associés aux maladies de dépérissement de la vigne, et ce, dans les tissus de leur hôte. Cette 
approche permet de s’affranchir de certaines limites pratiques liées aux pathosystèmes des 
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maladies fongiques du bois de la vigne, ainsi qu’aux méthodes analytiques précédemment 
développées dans le champ d’étude.  
 
5.1. Utilisation de la méthode pour l’amélioration 
sanitaire des jeunes plants issus de pépinière viticole  
 
Une source importante de contamination de champignons associés à l’esca (P.ch et les 
Phaeoacremonium spp.) et au BDA (Botryosphaeriaceaes) est la plantation de matériel 
contaminé. Ces évènements pourraient expliquer en partie l’épidémie observée au vignoble. 
La méthode permet la détection spécifique de l’ADN des champignons étudiés dans le bois 
de jeunes plants, mais aussi leur quantification. L’efficacité de moyens de lutte sur la 
fréquence de contamination des plants, mais aussi sur les niveaux de colonisation associés à 
ces infections et leurs localisations pourront donc être déterminés. Dans ce but, la méthode 
RT-qPCR développée est actuellement utilisée dans le cadre d’un projet ministériel 
(CASDAR), en collaboration avec l’EI-Purpan, le BNIC, et l’IFV. Cette étude permettra 
d’identifier les procédés les moins contaminants, en vue de leur transfert vers l’industrie de 
fabrication des plants.       
 
Bien que certaines observations indiquent qu’une contamination des plants greffé-
soudés soit accomplie pendant leur fabrication, les origines initiales des sources en inoculum 
ainsi que leurs rôles respectifs n’ont pas été clairement démontrés, et restent donc encore 
hypothétiques. La difficulté principale rencontrée par les études précédentes réside dans le 
fait que celles-ci ne prennent que rarement en compte la qualité sanitaire du matériel 
végétal initial, par l’analyse de boutures réalisées parallèlement en condition stérile. 
L’introduction de bois produits en condition expérimentale et connus sains, devrait 
permettre de déterminer l’impact réel du matériel d’origine et du procédé comme source 
d’inoculum de ces champignons. Si le matériel initial s’avérait être au final une source 
importante d’inoculum, une réduction de cette source pourrait alors être envisagée par un 
contrôle sanitaire des parcelles de vigne mère, comme cela est déjà le cas pour d’autres 
agents pathogènes de la vigne.    
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5.2. Transfert de la méthode au vignoble 
  
Partant du principe que la méthode permet la détermination du niveau de colonisation 
des tissus par ces champignons, elle autorise théoriquement l’évaluation de l’effet d’un 
traitement sur leur croissance in planta. Au vignoble, l’expression de symptômes présente 
un caractère aléatoire, particulièrement dans le cas du syndrome de l’esca. De ce fait, il 
serait maintenant intéressant de déterminer les conséquences de la localisation tissulaire de 
ces agents, et des quantités associées, sur l’induction de symptômes caractéristiques au 
champ. Il est cependant nécessaire de noter que la vigne, comme la majorité des plantes 
ligneuses constitue un objet volumineux, et de ce fait complique la mise en évidence de 
processus physiologiques complexes à l’échelle de l’organisme. La détermination de tels 
liens de causalité nécessitera donc la mise en œuvre de plans expérimentaux lourds. 
 
 Cependant, l’utilisation de modèles se limitant à l’analyse d’une zone anatomique 
restreinte, comme les tissus environnant les plaies de taille, devrait permettre d’évaluer 
l’efficacité de solutions préventives aux vignobles dans un délai restreint. La détermination 
des procédures les plus adaptées (charge initiale en inoculum, temps d’incubation, volume 
de tissu prélevé) en vue de l’établissement de méthodes d’évaluation standardisées, reste 
cependant à réaliser.    
 
5.3. Détermination de l’interaction des champignons 
associés à l’esca, au BDA et à l’Eutiose in planta 
 
L’étude de l’interaction des agents pathogènes associés aux maladies du bois avec leur 
hôte, la vigne, pour une méthode analytique quantitative, a permis de confirmer certaines 
hypothèses précédemment émises sur la base de caractéristiques observées in vitro. 
Cependant, la quantification de ces champignons in planta a permis de montrer qu’une  
interaction non-décelable en culture est néanmoins susceptible d’avoir lieu dans la plante. 
La détermination des interactions in planta entre les différents agents pathogènes pour 
lesquels des tests RT-qPCR ont été développés dans ces travaux, pourront donc maintenant 
être entrepris.  
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L’étude des pathosystèmes du bois, ainsi que l’étude de leurs interactions, au travers 
de  méthodes quantitatives in planta, offre donc des perspectives encourageantes dans le 
champ d’étude des maladies de dépérissement de la vigne, tout comme dans le domaine des 
interactions plante-microorganisme au sens large. 
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Annexe Figure 3: Profils d’amplification et droite de calibration obtenus pour PchQ-TAMRA 
en condition de 3-plexe (PchQ / PalQ / Vvactin). Les profils d’amplification et de fusion 
présentés (A) ont été obtenus sur les solutions standards (jaune), sur ADN fongique pur 
(bleu), sur fragment de bois expérimentalement infectés (rouge). Les contrôles négatifs 
sont indiqués en vert. La droite de régression associée est présentée en (B). Trois 
répétitions par mesure ont ici été réalisées pour les standards et les échantillons. 
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Annexe Figure 4: Profils d’amplification et droite de calibration obtenus pour PalQ-ROX en 
condition de 3-plexe (PchQ / PalQ / Vvactin). Les profils d’amplification et de fusion 
présentés (A) ont été obtenus sur les solutions standards (jaune), sur ADN fongique pur 
(bleu), sur fragment de bois expérimentalement infectés (rouge). Les contrôles négatifs 
sont indiqués en vert. La droite de régression associée est présentée en (B). Trois 
répétitions par mesure ont ici été réalisées pour les standards et les échantillons. 
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Annexe Figure 5: Profils d’amplification et droite de calibration obtenus pour Vvactin-FAM 
en condition de 3-plexe (PchQ / PalQ / Vvactin). Les profils d’amplification et de fusion 
présentés (A) ont été obtenus sur les solutions standards (jaune), sur ADN extrait de vigne 
(bleu), et sur fragment de bois expérimentalement infectés par P.al (rouge) ou P.ch 
(orange). Les contrôles négatifs sont indiqués en vert. La droite de régression associée est 
présentée en (B). Trois répétitions par mesure ont ici été réalisées pour les standards et les 
échantillons. 
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